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DESCRIPCION
Composicion prefibrilar y fibrillas de materiales proteicos

[0001] La invencion se refiere a la produccion de fibrillas a partir de materiales proteicos tales como los obtenidos a
partir de proteina de lactosuero. En particular, la invencion se refiere a la produccion de fibrillas a partir de material
proteico obtenido de una B-lactoglobulina, glicinina o patatina.

[0002] Como se describe en el documento WO 2004/049819, la p-lactoglobulina se puede someter a un proceso dando
como resultado fibrillas. El proceso comprende la disolucion de la B-lactoglobulina en acido clorhidrico acuoso, dilucién y
filtrado repetido de la solucién de proteina, y sometimiento de la solucion resultante a temperatura elevada (p.ej. 80 °C)
durante un periodo prolongado de tiempo (p. ej. 10 horas). Tal y como se describe en el documento WO 2004/049819,
este proceso da como resultado que la proteina se agrega en fibrillas. Estas fibrillas se pueden usar como un aditivo en
un amplio espectro de productos alimentarios y no alimentarios, donde las fibrillas pueden tener diferentes funciones
variables, tales como la estabilizacién de la espuma, la mejora de la capacidad higroscopica y/o textura en la carne o
productos tipo carne, propiedades de textura generales incluyendo la mejora de la viscosidad, mejora de la capacidad
de gelificacion. En general, las fibrillas tienen propiedades funcionales mejoradas comprendiendo capacidad espesante,
capacidad de gelificacion, capacidad de formacién de espuma, y capacidad emulsionante. Estas mejoras son descritas
con referencia a la misma proteina en la misma concentracion, pero no sometida al proceso mencionado anteriormente.

[0003] Sera aparente que no se desea una textura fibrilar per se para todas las propiedades funcionales mejoradas de
las fibrillas proteicas del documento WO 2004/049819. Ademas, en la producciéon de muchos de estos productos no es
deseable para el fabricante, o la persona que combina los ingredientes dando lugar a los productos, llevar a cabo el
proceso descrito anteriormente antes de poner el aditivo en un producto. En muchos de estos casos, se prefirid un
aditivo listo para usar, disponible p. ej. como un polvo seco, antes que la preparacion in situ de fibrillas proteicas a partir
de proteinas usando el proceso mencionado anteriormente.

[0004] Seria deseable, sin detraccidn de las posibilidades funcionales proporcionadas por las fibrillas mismas, poner a
disposicion funcionalidades similares en un proceso que no requiere calentamiento durante un periodo prolongado de
tiempo. También puede ser deseable proporcionar un producto intermedio que se puede almacenar y enviar, p. ej. como
un polvo, y que es capaz de ser transformado en fibrillas en un momento elegido. Otro deseo a este aspecto es
proporcionar un ingrediente que se puede restituir en polvo a partir de una solucion de viscosidad relativamente baja.
También se desearia proporcionar un proceso en el que los dos aspectos de las fibrillas descritas anteriormente, es
decir, propiedades funcionales y naturaleza fibrilar, se pudieran realizar en pasos separados de proceso, o al menos en
partes separadas de un proceso. Preferentemente seria deseable que, seleccionando las condiciones, la composiciéon
definitiva y la funcionalidad de la composicion proteica y las fibrillas formadas a partir de ella, pudieran ser hechas a
medida.

[0005] Con el objetivo de hacer frente a uno o mas de estos objetivos, la invencién, en un aspecto, proporciona una
composicion prefibrilar peptidica obtenible por la hidrélisis de una proteina seleccionada del grupo consistente en
preparacion de proteina de lactosuero con B-lactoglobulina, preparacion de proteina de soja con glicinina, patatina, y
mezclas de las mismas, donde la hidrdlisis se lleva a cabo en condiciones acidicas a temperatura elevada. En otro
aspecto, la invencion se refiere a un método para fabricar una composicién prefibrilar peptidica, comprendiendo la
provisién de una solucién de una proteina como se ha descrito anteriormente en un solvente acuoso acidico, y el
calentamiento de la solucién en condiciones de inhibicion de formacion de fibrillas. En otro aspecto, la invencion
proporciona una variedad de usos de las composiciones peptidicas prefibrilares, incluyendo usos en los que la
composicion prefibrilar se convierte en fibrillas en un producto final que puede ser usado entonces como se describe en
el documento WO 2004/049819, y usos en los que la composicién prefibrilar per se estd contenida en producto final, p.
ej. con el objetivo de formar fibrillas (agregacion fibrilar) con el uso o consumo del producto final. En una forma de
realizacién particular del ultimo aspecto de la invencidn, la composicién prefibrilar se usa en un alimento dietético para el
control de peso corporal humano o animal.

[0006] En cuanto a las condiciones mencionadas, la temperatura elevada generalmente significa una temperatura
superior a 20 °C, preferiblemente de 35 °C a 140 °C, y mas preferiblemente de 80 °C a 120 °C. Las condiciones
acidicas pueden referirse a cualquier pH acido, pero preferiblemente un pH acidico relativamente fuerte, de 0.5 a 4, mas
preferiblemente de 0.5 a 3, y de la forma mas preferible de 1 a 2. Una temperatura mas alta, superior a 80 °C, y mas
preferiblemente superior a 100 °C, es particularmente preferida en vistas a la posibilidad de separar la hidrélisis de la
formacion fibrilar, ya que una temperatura mas alta llevara a una velocidad de hidrdlisis mayor.

[0007] Otras referencias del estado de la técnica que se refieren a someter proteinas tales como beta-lactoglobulina,
glicinina de soja, y aislado de proteina de soja a hidrdlisis acida, y que discuten la formacién de fibrillas, son:

- Akkermans y colaboradores, "Shear Pulses Nucleate Fibril Aggregation”, Food Biophysics, Kluwe Academic
Publishers-Plenum Publishers, NE, vol.1, n.° 3, 23 de mayo de 2006, paginas 144-150;
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- Akkermans y colaboradores; Biomacromolecules, vol.9, n.° 5, 17 de abril de 2008, paginas 1474-1479;

- Akkermans y colaboradores; Journal of Agricultural and Food Chemistry, vol.55; n.° 24, 30 de octubre de 2007,
paginas 9877-9882;

[0008] Una referencia general en la agregaciéon de proteinas es van der Linden y colaboradores; Current Opinion in
Colloid And Interface Science, vol.12, n.° 4-5, 2007, paginas 158-165;

[0009] Madsen y colaboradores; Journal of Food Science, vol.62; n.° 3, 1997, paginas 579-582 proporciona estado de la
técnica de una proteasa de serina aislada que se escinde preferiblemente en el sitio carboxilico de residuos de acido
aspartico o glutamico para uso en la hidrolizacion de beta-lactoglobulina.

[0010] ElI documento WO 2008/088472 es una solicitud de patente presentada anteriormente que se refiere a hidrolisis
enzimatica de beta-lactoglobulina que usa una endopeptidasa que se escinde preferiblemente en un residuo de acido
aspartico o glutamico. Se afiade una condicion a la reivindicacion 1 con respecto a esta referencia.

[0011] El documento JP 08/070866 proporciona un estado de la técnica que se refiere a la sintesis microbiana de beta-
lactoglobulina. Otra referencia de este tipo es Hazebrouck y colaboradores; Microbial Cell Factories, Biomed Central,
vol.6, n.° 1, 6 de abril de 2007, pagina 12 .

[0012] Sin desear estar ligado a una teoria, los presentes inventores creen que otras fibrillas a parte de las sugeridas en
la técnica, las denominadas de f-lactoglobulina, no estan hechas realmente de moléculas de proteina de f-
lactoglobulina como bloque de construccidn, si no que estan hechas de componentes peptidicos derivados de la f-
lactoglobulina. Esta nueva apreciacién en la naturaleza de las fibrillas proteicas mencionadas anteriormente abre el
amplio ambito de posibilidades utiles ofrecidas ahora por la invencién. De forma similar, se descubrié que las fibrillas de
proteina de soja y proteina de patata estan compuestas de péptidos.

[0013] Particularmente, en virtud de la formacién de péptidos, se puede definir un paso intermedio en el proceso
mencionado anteriormente, es decir, un paso en el que la hidrélisis ha sucedido de una forma suficiente para formar las
unidades estructurales peptidicas para las fibrillas, pero aiun no las fibrillas mismas. Esto se conoce como una
"composicion prefibrilar.”

[0014] La invencién proporciona un método para fabricar una composicion prefibrilar peptidica mediante la hidrdlisis de
una proteina seleccionada del grupo consistente en preparacion de proteina de lactosuero con p-lactoglobulina,
preparacion de proteina de soja con glicinina, patatina, y mezclas de las mismas, comprendiendo el método el
sometimiento de la proteina a hidrdlisis enzimatica, con la condicién de que la composicion prefibrilar peptidica no sea
un hidrolizado comprendiendo una proteina de leche que incluye beta lactoglobulina hidrolizada con al menos una
enzima proteolitica que se escinde preferentemente en un residuo de acido glutamico o de acido aspartico, y donde el
hidrolizado se enriquece en uno o mas de los péptidos AQSAPLRVYVE, ILLQKWE, KTKIPAVFKID, o
KTKIPAVFKIDALNE.

[0015] La invencion puede ser realizada en base a preparaciones de proteina de lactosuero con p-lactoglobulina, es
decir, una composicion comprendiendo proteina de lactosuero, comprendiendo la proteina de lactosuero f-
lactoglobulina. Las proteinas de lactosuero se pueden describir como aquellas proteinas de leche que permanecen
después de cuajarse la leche, es decir, precipitacion de caseina, generalmente con la adicion de cuajo a leche de
queseria. El término "proteina de lactosuero" se usa a veces para indicar la composicién completa de proteina de
lactosuero, pero normalmente indica cualquier proteina o combinacién de proteinas presentes en el lactosuero. La
invencion se refiere a cualquiera y a todas las composiciones de proteina de lactosuero comprendiendo f-
lactoglobulina, que es una de las proteinas de lactosuero principales. Preferiblemente, la preparacion de proteina de
lactosuero con p-lactoglobulina con el aislado de proteina de suero, comprendiendo una fraccién sustancial
(preferiblemente basada en el total del material, de al menos 50%, y mas preferiblemente al menos 80%) de f-
lactoglobulina, y mas preferiblemente es p-lactoglobulina misma.

[0016] La invencion también puede realizarse en base a glicinina (proteina de soja) o patatina (proteina originada de
elementos de la familia vegetal Solanacceace, tal como proteina de patata).

[0017] La composicion prefibrilar puede comprender un amplio intervalo de fragmentos peptidicos de varios pesos
moleculares, generalmente entre 1,000 y 10,000 Da y consiste preferiblemente en fragmentos peptidicos con pesos
moleculares entre 2,000 y 8,000 Da. Con respecto a las fibrillas de proteina de lactosuero se prefiere que la
composicion prefibrilar comprenda, como fragmento dominante, es decir, el fragmento que de todos los fragmentos esta
mas presente, definido por los aminoacidos n.° 12 a 32 (fi33) de p-lactoglobulina, es decir,
IQKVAGTWYSLAMAASDISLL. Este fragmento puede estar presente como tal, como parte de fragmentos mas grandes,
o0 ambos. Preferiblemente los siguientes péptidos:

fr2-32 IQKVAGTWYSLAMAASDISLL
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fi2-33 IQKVAGTWYSLAMAASDISLLD

fr1.32 DIQKVAGTWYSLAMAASDISLL

fi1.33 DIQKVAGTWYSLAMAASDISLLD

f1.32: LIVTQTMKGLDIQKVAGTWYSLAMAASDISLL

f1.33: LTVTQTMKGLDIQKVAGTWYSLAMAASDISLLD

fr.27 LIVTQTMKGLDIQKVAGTWYSLAMAAS

f1.28 LIVTQTMKGLDIQKVAGTWYSLAMAASD

fr2-64 IQKVAGTWYSLAMAASDISLLDAQSAPLRVYVEELKPTPEGDLEILLQKWEND
fi1.63 DIQKVAGTWYSLAMAASDISLLDAQSAPLRVYVEELKPTPEGDLEILLQKWEN
fr1-64 DIQKVAGTWYSLAMAASDISLLDAQSAPLRVYVEELKPTPEGDLEILLQKWEND

[0018] El fragmento esta presente preferiblemente, tal y como se define anteriormente, en una medida de mas de 40%
de todos los péptidos presentes.

[0019] La composicion peptidica comprende preferiblemente ademas uno o mas de los siguientes péptidos:

f1.520 LIVTQTMKGLDIQKVAGTWYSLAMAASDISLLDAQSAPLRVYVEELKPTPEG
f1.53: LIVTQTMKGLDIQKVAGTWYSLAMAASDISLLDAQSAPLRVYVEELKPTPEGD
fizs.162  KALKALPMHIRLSFNPTQLEEQCHI

foo-128  YKKYLLFCMENSAEPEQSLACQCCLVRTPEV

fog-120  YKKYLLFCMENSAEPEQSLACQCCLVRTPEVD

fos-128 DYKKYLLFCMENSAEPEQSLACQCCLVRTPEV

for-128  TDYKKYLLFCMENSAEPEQSLACQCCLVRTPEV

[0020] Otras caracteristicas preferidas de la composicion prefibrilar peptidica obtenible de esta forma, es que la mayoria
de los fragmentos peptidicos resultan de la escision de los enlaces peptidicos antes o después del acido aspartico. La
composicion prefibrilar peptidica se caracteriza ademas, preferiblemente, por comprender los péptidos mas hidrofébicos
obtenibles a partir de la hidrdlisis de la preparacién de proteina con B-lactoglobulina, mediante una carga baja con pH 2,
y por la ausencia de prolina.

[0021] Esta previsto ademas enriquecer la composicion peptidica (p. ej. por fraccionamiento) con respecto a los
péptidos mencionados anteriormente, y preferiblemente con respecto a f12.33.

[0022] De forma similar, fragmentos de péptido de formacion de fibrillas preferidos basados en glicinina y patatina se
basan en lo siguiente:

Glicinina G1

[0023] Numero de acceso: P04776

f42-128 DNRIESEGGLIETWNPNNKPFQCAGVALSRCTLNRNALRRPSYTNGP
QEIYIQQGKGIFGMIYPGCPSTFEEPQQPQQRGQSSRPQD

fa2-127 DNRIESEGGLIETWNPNNKPFQCAGVALSRCTLNRNALRRPSYTNGP
QEIYIQQGKGIFGMIYPGCPSTFEEPQQPQQRGQSSRPQ

f43-128 NRIESEGGLIETWNPNNKPFQCAGVALSRCTLNRNALRRPSYTNGPQ
EIYIQQGKGIFGMIYPGCPSTFEEPQQPQQRGQSSRPQD

fa3-127 NRIESEGGLIETWNPNNKPFQCAGVALSRCTLNRNALRRPSYTNGPQ
EIYIQQGKGIFGMIYPGCPSTFEEPQQPQQRGQSSRPQ

f128-140 DRHQKIYNFREGD

f128-139 DRHQKIYNFREG

f129-140 RHQKIYNFREGD

f129-139 RHQKIYNFREG

f140-157 DLIAVPTGVAWWMYNNED

f140-156 DLIAVPTGVAWWMYNNE

f141-157 LIAVPTGVAWWMYNNED

f141-156 LIAVPTGVAWWMYNNE

fi57-167 DTPVVAVSIID

f157-166 DTPWAVSII

f158-167 TPVVAVSIID

f158-166 TPVVAVSII

f176-236 DQMPRRFYLAGNQEQEFLKYQQEQGGHQSQKGKHQQEEENEGGSI LSGFTLEFLEHAFSVD

f176-235 DQMPRRFYLAGNQEQEFLKYQQEQGGHQSQKGKHQQEEENEGGSI LSGFTLEFLEHAFSV

177236 QMPRRFYLAGNQEQEFLKYQQEQGGHQSQKGKHQQEEENEGGSIL SGFTLEFLEHAFSVD

177236 QMPRRFYLAGNQEQEFLKYQQEQGGHQSQKGKHQQEEENEGGSIL SGFTLEFLEHAFSV

f251-270 DKGAIVTVKGGLSVIKPPTD

f251-269 DKGAIVTVKGGLSVIKPPT
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fas2.270 KGAIVTVKGGLSVIKPPTD

fa52.269 KGAIVTVKGGLSVIKPPT

f313.332 DETICTMRLRHNIGQTSSPD

f313.331 DETICTMRLRHNIGQTSSP

f314.332 ETICTMRLRHNIGQTSSPD

f314-331 ETICTMRLRHNIGQTSSP

f332.348 DIYNPQAGSVTTATSLD

f332.347 DIYNPQAGSVTTATSL

f333.348 IYNPQAGSVTTATSLD

f333.347 IYNPQAGSVTTATSL

fa48.403 DFPALSWLRLSAEFGSLRKNAMFVPHYNLNANSIIYALNGRALIQVV NCNGERVFD
fa48.402 DFPALSWLRLSAEFGSLRKNAMFVPHYNLNANSIIYALNGRALIQVV NCNGERVF
f349.403 FPALSWLRLSAEFGSLRKNAMFVPHYNLNANSIIYALNGRALIQVVN CNGERVFD
f49-402 FPALSWLRLSAEFGSLRKNAMFVPHYNLNANSIIYALNGRALIQVVN CNGERVF
f403-427 DGELQEGRVLIVPQNFVVAARSQSD

f403-426 DGELQEGRVLIVPQNFWAARSQS

f404-427 GELQEGRVLIVPQNFVVAARSQSD

f404-426 GELQEGRVLIVPQNFVVAARSQS

f427.438 DNFEYVSFKTND

f427.437 DNFEYVSFKTN

f428-438 NFEYVSFKTND

fa28-437 NFEYVSFKTN

f438.400 DTPNUGTLAGANSLLNALPEEVIQHTFNLKSQQARQIKNNNPFKFLV PPQESQ
f439-400 TPMIGTLAGANSLLNALPEEVIQHTFNLKSQQARQIKNNNPFKFLVP PQESQ
Glicinina G5

[0024] Numero de acceso: P04347

fa4-133 DHRVESEGGLIETWNSQHPELQCAGVTVSKRTLNRNGSHLPSYLPY
PQMIIVVQGKGAIGFAFPGCPETFEKPQQQSSRRGSRSQQQLQD

fa4-132 DHRVESEGGLIETWNSQHPELQCAGVTVSKRTLNRNGSHLPSYLPY
PQMIIWQGKGAIGFAFPGCPETFEKPQQQSSRRGSRSQQQLQ

f45-133 HRVESEGGLIETWNSQHPELQCAGVTVSKRTLNRNGSHLPSYLPYP
QMIIVVQGKGAIGFAFPGCPETFEKPQQQSSRRGSRSQQQLQD

f45-132 HRVESEGGLIETWNSQHPELQCAGVTVSKRTLNRNGSHLPSYLPYP
QMIIWQGKGAIGFAFPGCPETFEKPQQQSSRRGSRSQQQLQ

f133-145 DSHQKIRHFNEGD

f133-144 DSHQKIRHFNEG

f134-145 SHQKIRHFNEGD

f134-144 SHQKIRHFNEG

f145-162 DVLVIPLGVPYWTYNTGD

f145-161 DVLVIPLGVPYWTYNTG

f146-162 VLVIPLGVPYWTYNTGD

f146-161 VLVIPLGVPYWTYNTG

f1e2-172 DEPWAISPLD

f162-171 DEPVVAISPL

f163-172 EPWAISPLD

f163-171 EPWAISPL

f1g1-104 DQNPRVFYLAGNPD

f1g1-103 DQNPRVFYLAGNP

f1g2-104 QNPRVFYLAGNPD

f1g2-103 QNPRVFYLAGNP

f256-280 DERKQIVTVEGGLSVISPKWQEQED

f256-279 DERKQIVTVEGGLSVISPKWQEQE

f257-280 ERKQIVTVEGGLSVISPKWQEQED

f269-209 ERKQIVTVEGGLSVISPKWQEQE

f245-366 GVEENICTMKLHENIARPSRAD

f245-366 GVEENICTMKLHENIARPSRA

fa66-407 DFYNPKAGRISTLNSLTLPALRQFGLSAQYVVLYRNGIYSPD

fa66-406 DFYNPKAGRISTLNSLTLPALRQFGLSAQYVVLYRNGIYSP

fa67-407 FYNPKAGRISTLNSLTLPALRQFGLSAQYVVLYRNGIYSPD

f67-406 FYNPKAGRISTLNSLTLPALRQFGLSAQYVVLYRNGIYSP

f407-436 DWNLNANSVTMTRGKGRVRVVNCQGNAVFD

f407-435 DWNLNANSVTMTRGKGRVRVVNCQGNAVF

fa08-436 WNLNANSVTMTRGKGRVRVVNCQGNAVFD
5
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WNLNANSVTMTRGKGRVRVVNCQGNAVF
DGELRRGQLLVVPQNPAVAEQGGEQGLEYVVFKTNAVSSYIKD
DGELRRGQLLWPQNPAVAEQGGEQGLEYVVFKTNAVSSYIK
GELRRGQLLVVPQNPAVAEQGGEQGLEYWFKTNAVSSYIKD
GELRRGQLLVVPQNPAVAEQGGEQGLEYVVFKTNAVSSYIK
DVFRVIPSEVLSNSYNLGQSQVRQLKYQGNSGPLVNP
VFRVIPSEVLSNSYNLGQSQVRQLKYQGNSGPLVNP

[0025] Numero de acceso: CAA25592

f157.181
f1g2.207
f182-206
f183-207
f183-206
f207-215
f207.214
f208-215
f208-214
f239-267
f239-266
f240-267
f240-266
f300-333

f23.35
f23-34
f24.35
f24-34
f71-101
f71-100
f72-101
f72-100
f140-156
f140-155
f1a1-156
f1a1-155
f156-182
f156-181
f157.182
f157.181
f1g2-207
f182-206
f183-207
f183-206
f207.215
f207.214
f23.35
f23-34
f24.35
f24-34
f71-101
f71-100
f72-101
f72-100
f140-156
f140-155
f1a1-156
f1a1-155
f156-182
f156-181
f157.182

DTLGEMVTVLSID

DTLGEMVTVLSI

TLGEMVTVLSID

TLGEMVTVLSI
DVIGGTSTGGLLTAMITTPNENNRPFAAAKD
DYIGGTSTGGLLTAMITTPNENNRPFAAAK
VIGGTSTGGLLTAMITTPNENNRPFAAAKD
VIGGTSTGGLLTAMITTPNENNRPFAAAK
DTRVHQALTEVAISSFD
DTRVHQALTEVAISSF
TRVHQALTEVAISSFD
TRVHQALTEVAISSF
DIKTNKPVIFTKSNLAKSPELDAKMYD
DIKTNKPVIFTKSNLAKSPELDAKMY
IKTNKPVIFTKSNLAKSPELDAKMYD
IKTNKPVIFTKSNLAKSPELDAKMY
DICYSTAAAPTYFPPHYFVTTSNGD
DICYSTAAAPTYFPPHYFVTTSNG
ICYSTAAAPTYFPPHYFVTTSNGD
ICYSTAAAPTYFPPHYFVTTSNG
DKYEFNLVD

DKYEFNLV

DTLGEMVTVLSID

DTLGEMVTVLSI

TLGEMVTVLSID

TLGEMVTVLSI
DVIGGTSTGGLLTAMITTPNENNRPFAAAKD
DVIGGTSTGGLLTAMITTPNENITTRPFAAAK
VIGGTSTGGLLTAMITTPNENNRPFAAAKD
VIGGTSTGGLLTAMITTPNENNRPFAAAK
DTRVHQALTEVAISSFD
DTRVHQALTEVAISSF
TRVHQALTEVAISSFD
TRVHQALTEVAISSF00
DIKTNKPVIFTKSNLAKSPELDAKMYD
DIKTNKPVIFTKSNLAKSPELDAKMY
IKTNKPVIFTKSNLAKSPELDAKMYD

IKTNKPVIFTKSNLAKSPELDAKMY
DICYSTAAAPTYFPPHYFVTTSNGD
DICYSTAAAPTYFPPHYFVTTSNG
ICYSTAAAPTYFPPHYFVTTSNGD

ICYSTAAAPTYFPPHYFVTTSNG
DKYEFNLVD
DKYEFNLV

KYEFNLVD

KYEFNLV

DPKFASIKSLNYKQMLLLSLGTGTNSEFD

DPKFASIKSLNYKQMLLLSLGTGTNSEF

PKFASIKSLNYKQMLLLSLGTGTNSEFD

PKFASIKSLNIKQMLLSLGTGTNSEF

DYYLSTVFQARHSQNNYLRVQENALTGTTTEMDD
6
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f300-332 DYYLSTVFQARHSQNNYLRVQENALTGTTTEMD
f300-331 DYYLSTVFQARHSQNNYLRVQENALTGTTTEM
f301-333 YYLSTVFQARHSQNNYLRVQENALTGTTTEMDD
f301-332 YYLSTVFQARHSQNNYLRVQENALTGTTTEMD
f301-331 YYLSTVFQARHSQNNYLRVQENALTGTTTEM

[0026] Basado en la nueva apreciacion de la incidencia de péptidos como las unidades estructurales de las fibrillas
proteicas de B-lactoglobulina, la presente invencion proporciona un método alternativo ventajoso para la hidrodlisis
acidica, es decir, hidrolisis enzimatica de la preparacion de proteina de lactosuero con f-lactoglobulina (o,
analogamente, de preparaciones de glicinina o de patatina). De esta forma, las ventajas de la hidrélisis enzimatica, tal
como la produccidon de la composicion prefibrilar con pH neutral (es decir, sin necesidad de acidificacion vy
neutralizacion); evitacion de formacion de fibrilla con pH neutral; menos reaccion secundaria indeseada que ocurre con
pH bajo) o hidrdlisis relativamente rapida (es decir, sin necesidad de tratamiento térmico durante varias horas, y
reaccion indeseada asociada con este tratamiento térmico largo) han llegado a estar disponibles para el proceso de
fabricacion de fibrillas proteicas de p-lactoglobulina. La hidrélisis enzimatica proporciona una libertad relativamente
grande para elegir, seleccionando las enzimas y condiciones, de donde lograr la escisién de proteinas. Esto se hace
preferiblemente de tal forma que se obtenga un resultado comparable con el de la hidrdlisis acidica, por ejemplo,
mediante la enzima endoproteinasa AspN que escinde los enlaces peptidicos N-terminales en residuos de acido
aspartico y otras enzimas que ejercen una accién comparable tal como gramzima B (ex Abnova Corp), proteasa V8
(proteasa de la cepa V8 staphylococcus aureus; ex Takara Bio Inc.) y glutamil endopeptidasa.

[0027] La composicion prefibrilar como formada por hidrélisis enzimatica se puede ajustar para formar fibrillas mediante
acidificacion. Esto se hace preferiblemente en una extensiéon comparable con el pH que resulta de la hidrdlisis acidica
mencionada anteriormente, es decir, la composicion prefibrilar de p-lactoglobulina hidrolizada enzimaticamente se
somete preferiblemente a contacto con un liquido a pH 0.5 a 4, y mas preferiblemente un pH de 0.5 a 3, y de la forma
mas preferible de 1 a 2, dando de esta forma como resultado una carga apropiada de la composicion peptidica. La
velocidad de formacién fibrilar se puede aumentar sometiendo la mezcla a tratamiento de cizalladura o ultrasénico. Una
de las ventajas de esta via es una duracidon mas corta del tratamiento térmico con pH bajo.

[0028] Las fibrillas formadas segun la presente invencion tienen preferiblemente una proporcion mayor que 5, es decir,
definiendo la dimension la mas larga de la fibrilla como su longitud, esta longitud es al menos 5 veces mas grande que
el diametro o anchura de la fibrilla. Preferiblemente la longitud es de 10 nm a 1 mm, y el diametro es de 2 a 10 nm. Mas
preferiblemente la proporcién es mayor que 50. La invencién proporciona la posibilidad ventajosa de confeccionar la
proporcion dirigiendo la composicion peptidica hacia la presencia de péptidos que facilitan la formacion de fibrillas (que
generalmente conduciran a una proporcidon mayor) o la presencia de péptidos que inhiben la formacién de fibrillas, tal
como los mencionados B-bloqueantes de lamina, que generalmente conduciran a una proporciéon menor.

[0029] La composicion prefibrilar hecha mediante el proceso de la invencién es adecuada para una variedad de usos.
Esto incluye usos de la composicion prefibrilar misma como un aditivo en productos alimentarios y no alimentarios, por
ejemplo, como un agente estructurante, y particularmente como un agente texturizador, es decir, para viscosidad o
gelificacion. También incluye el uso de la composicion prefibrilar para hacer fibrillas que luego se pueden usar entre
otros de la misma forma como se describe en el documento WO 2004/049819. Ademas, la invencién ofrece la
posibilidad de acabar con fibrillas como se describen anteriormente, pero entonces formadas in situ y/o en un momento
elegido. De esta forma, la composicion prefibrilar peptidica puede ser usada entre otros para estabilizar una emulsién o
una espuma. Con la adsorcién en la interfaz apropiada (es decir, agua/aceite en una emulsién o agua/aire en una
espuma), la composicidn prefibrilar peptidica es capaz de agregacion fibrilar en estas interfaces, lo que da como
resultado un estrato limitrofe robusto, y por lo tanto una emulsién o espuma altamente estable (como resultado de una
desproporcion disminuida de la espuma). Otro uso en el que la composicion prefibrilar peptidica hecha segun el proceso
de la invencion se usa por su capacidad de formar fibrillas, es afiadiendo la composicién como un ingrediente a un
liquido acidico (p. ej., zumo de frutas o bebida de yogur), para dar como resultado la agregacion fibrilar (de extension
variable, dependiendo de condiciones como seran aparentes para la persona experta). Esto resultara en una mejora de
la viscosidad o gelificacion (dependiendo el efecto de la concentracion). La velocidad a la que ocurre esto se puede
dirigir con referencia a parametros variables tales como pH y concentracion, para obtener agregacion fibrilar inmediata o
retardada. Particularmente si se desea un efecto retardado, sera ventajoso afiadir la composicion prefibrilar peptidica de
una forma encapsulada. Esto puede tener la ventaja de retardar adicionalmente el efecto de agregacion fibrilar.

[0030] La formacion retardada de fibrilla proporciona una ventaja particular en la produccion, ya que el producto puede
ser mantenido como masa de baja viscosidad durante los pasos del tratamiento, tal como bombeo, en el que una baja
viscosidad puede ser provechosa.

[0031] La composicion peptidica prefibrilar tiene una gran ventaja ya que ella misma no tiene una influencia sustancial
en la textura de alimentos y bebidas. Esto permite hacer un producto alimenticio sélido o liquido que tiene un efecto
integrado de satisfaccion del estomago (saciedad). De esta forma, cuando es consumido por una persona, la
composicion peptidica no molesta en la sensacién de la boca, ya que permanecera intacta hasta llegar al jugo gastrico.
Debido al pH del mismo, y al beneficio de la temperatura (corporal) elevada, la agregacion fibrilar ocurrira casi
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instantaneamente. Debido a la gelificacién que ocurre alli in situ, la persona que consuma el producto alimenticio con la
composicion prefibrilar de la invencién experimentara saciedad, es decir, la impresion de una comida relativamente mas
grande que la consumida realmente. Esto también puede tener beneficios en alimentos dietéticos de animales, por
ejemplo, para animales de compaiiia. En vista al sabor del péptido, se preferirda emplear la composicion prefibrilar en
forma enmascaradora del sabor o encapsulada, particularmente si hay presentes sustancialmente péptidos hidrofébicos
relativamente pequefios. En otra forma de realizacion preferida, en la que se eligen las composiciones prefibrilares
enriquecidas respecto a los péptidos mencionados anteriormente relativamente grandes; es una ventaja una necesidad
disminuida de medidas de enmascarado del sabor.

[0032] El experto en la materia conocera técnicas para enmascarar el sabor y/o para el encapsulado de péptidos, y no
requieren ser aclaradas aqui.

[0033] La invencion también se refiere a la fabricacion de fibrillas de un material proteico basadas en una preparacion
de proteina de lactosuero con B-lactoglobulina obtenible mediante un proceso como se ha descrito sustancialmente
anteriormente. Es decir, el proceso de dos pasos, comprendiendo primero someter la proteina a hidrolisis para formar
péptidos, y luego permitir la formacion de fibrillas en pH acido. Los productos resultantes por la confeccién de la
composicion peptidica se distinguen de un proceso en el que la preparacion de proteina de lactosuero con f-
lactoglobulina esta sujeta a un proceso convenido de hidrdlisis y agregacion fibrilar.

[0034] La invencion encierra el uso de las composiciones prefibrilares mencionadas anteriormente, al igual que las
fibrillas obtenibles conforme a la invencién en productos alimentarios, particularmente en productos lacteos acidicos
tales como yogur o queso. Este uso sirve a los propositos mencionados anteriormente, tales como la provision de
propiedades de estructuracién. La invencién también encierra los productos alimentarios resultantes.

[0035] En la invencion se pueden hacer combinaciones de las diferentes fibrillas. Ademas, se pueden hacer
combinaciones con péptidos obtenibles a partir de lisozima, que también son formadores de fibrillas.

[0036] La invencién sera ilustrada adicionalmente de ahora en adelante con referencia a los siguientes ejemplos no
limitativos, que incluyen una descripcion de las figuras.

Ejemplo 1 (ejemplo de referencia no segun la invencion)

[0037] EI pH de una solucién de proteina de 3% de B-lactoglobulina bovina se establecié en 2 afiadiendo una solucion
de HCI concentrada y se calent6 durante 20 horas a 85°C en un dispositivo de cizallamiento a una velocidad de
cizallamiento constante de 323 s-1. Durante este tratamiento térmico se formaron agregados fibrilares. La muestra
calentada fue diluida a una concentracion de proteina de 0.8 g/l. Las fibrillas y el material proteico no agregado de la
muestra se separaron usando filtros centrifugadores (MWCO 100,000). El retenido contenia agregados fibrilares, como
mostraron las mediciones por fluorescencia con tioflavina T, cromatografia de exclusién por tamafio de alta resolucion
en condicién no disociada, y microscopia electronica de transmision. El filtrado no contenia fibrillas.

[0038] El retenido fue lavado y centrifugado dos veces con una solucion HCI con pH 2 para eliminar material proteico no
agregado que queda en el retenido. La proporcion de material proteico presente en las fibrillas en la solucion de p-
lactoglobulina calentada fue de aproximadamente 28 % en peso.

[0039] EIl analisis del retenido con cromatografia de exclusion por tamafo de alta resolucién en condiciones de
disociacion de fibrillas mostré que en el total de la muestra calentada, retenido y filtrado, no fue visible ningun valor
maximo en la posiciéon de R-lactoglobulina no calentada, y todos los materiales eluidos mas tarde que la p-lactoglobulina
no calentada, indicando que las fibrillas no estdn compuestas por moléculas intactas de p-lactoglobulina, pero por
péptidos derivados de la hidrélisis acida que ocurre durante el calentamiento con pH 2.

[0040] Las masas moleculares de los péptidos presentes en la muestra calentada, retenido vy filtrado se caracterizaron
usando espectrometria de masas MALDI-TOF. Los péptidos tenian masas moleculares entre 2,000 y 8,000 Da, lo que
significa que las fibrillas estan compuestas por fragmentos peptidicos. La mayoria de los fragmentos peptidicos (ambos,
agregados y no agregados) fueron un resultado de la escision de los enlaces peptidicos antes o después del acido
aspartico. Habian presentes cuatro fragmentos peptidicos en el retenido y el total de la muestra calentada y no
presentes en el filtrado, es decir [f1-32], [f1-33], [f1-52] y [f1- 53]. El fragmento peptidico presente de forma dominante
en las fibrillas fue [f12-33], es decir, IQKVAGTWYSLAMAASDISLL. Este péptido también estaba presente en el filtrado.

Ejemplo 2

[0041] Una solucion de 2 % en peso de B-lactoglobulina en 50 mM de Tris-HCl y 2 mM de acetato de zinc, pH 8, fue
incubada a 37 °C con endoproteinasa AspN (P8104S, New England Biolabs), que escinde enlaces peptidicos N-
terminales en residuos de acido aspartico. Después de la hidrélisis habia presente ~20% de B-lactoglobulina intacta,
mientras el resto de la proteina fue hidrolizada en péptidos de diferentes tamafios. La solucién de proteina hidrolizada
fue acidificada entonces a pH 2. Como resultado, la viscosidad aumentd. La figura 1 muestra una imagen de
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microscopia electrénica de transmision de la solucion de p-lactoglobulina después de la hidrdlisis enzimatica e
incubacioén con pH 2. En esta figura se pueden observar agregados fibrilares con una longitud de ~1 ym, lo que muestra
que la hidrdlisis enzimatica es una via alternativa para obtener agregados fibrilares de p-lactoglobulina.

Ejemplo 3 (ejemplo de referencia no segun la invencion)

[0042] Las fibrillas de proteinas como B-lactoglobulina y glicinina de soja se pueden preparar calentando la proteina con
pH 2. Los péptidos presentes después del calentamiento con pH 2 fueron un resultado de la hidrdlisis de los enlaces
entre un residuo de acido aspartico y cualquier otro residuo de aminoacido. Las fibrillas de glicinina de soja también
estan compuestas predominantemente por péptidos. Un aislado de glicinina de soja se preparé a partir de precipitacion
isoeléctrica de harina de soja con pH 6.4. Las fibrillas de glicinina de soja se prepararon calentando (85 °C, 20 h) y
cizallando (velocidad de cizallamiento de 323 s-1) una solucion de glicinina de soja de 2 % en peso con pH 2. Después
de este tratamiento, las fibrillas y proteinas no agregadas se separaron las unas de las otras usando tubos de filtro
centrifugos (corte de peso molecular de 100 kDa). La fraccidn no separada, la fraccion fibrilar, la fraccion no agregada y
la glicinina de soja no calentada se analizaron usando HP-SEC (cromatografia de exclusion por tamafio de alta
resolucion). Se usaron condiciones de disociacidn de fibrilla, lo que significa que las muestras fueron disueltas en un
tampon con 8 M de cloruro de guanidina y 0.1M de 1,4-ditiotreitol (pH 8). Los perfiles de eluciéon de HP-SEC de las
diferentes muestras se muestra en la figura 2.

[0043] La figura 2 representa perfiles de elucion HP-SEC (condiciones de disociacion de fibrillas) de (a) glicinina de soja
no calentada, (b) muestra calentada totalmente, (c) fraccidn fibrilar, y (d) material proteico no agregado. Las fibrillas
fueron disociadas usando 8 M de cloruro de guanidina y 0.1 M de DTT (pH 8). El aumento en la sefial UV del perfil de
elucion después de 11.5 ml (indicado por la linea punteada) se debe a la elucién del cloruro de guanidina.

[0044] El material calentado se eluyé mas tarde que la solucion de glicinina de soja no calentada, lo que muestra que la
hidrdlisis tuvo lugar durante el tratamiento térmico con pH 2. Por lo tanto, los péptidos estaban presentes después del
tratamiento térmico. Gran parte del material presente en la fraccion de fibrilla también se eluyé mas tarde que la glicina
de soja no calentada. Esto muestra que las fibrillas de glicinina de soja estan compuestas predominantemente por
péptidos.

Ejemplo 4 (ejemplo de referencia no segun la invencion)

[0045] Las fibrillas se obtuvieron a partir de patatina calentando y agitando un 2 % en peso de soluciéon de proteina
durante 24 h a 70 °C y pH 2. La figura 3 muestra una imagen TEM de las fibrillas obtenidas a partir de patatina. Estas
fibrillas eran mas cortas (~500 nm) y mas flexibles que las fibrillas formadas a partir de proteina de soja o f-
lactoglobulina.
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REIVINDICACIONES

1. Método para la producciéon de una composicidn prefibrilar peptidica por la hidrélisis de una proteina seleccionada del
grupo consistente en preparacion de proteina de lactosuero con B-lactoglobulina, preparacion de proteina de soja con
glicinina, patatina, y mezclas de las mismas, comprendiendo el método el sometimiento de la proteina a hidrdlisis
enzimatica, con la condiciéon de que la composicién prefibrilar peptidica no sea un hidrolizado comprendiendo una
proteina de leche que incluya beta lactoglobulina hidrolizada con al menos una enzima proteolitica que se escinde
preferentemente en un residuo de acido glutamico o de acido aspartico, y donde el hidrolizado esta enriquecido en uno
o0 mas de los péptidos AQSAPLRVYVE, ILLQKWE, KTKIPAVFKID, o KTKIPAVFKIDALNE.

2. Método segun la reivindicacion 1, en el que las enzimas son seleccionadas para obtener una escisidon mayoritaria
antes o después del acido aspartico.

3. Método segun la reivindicacion 1 o 2, en el que la proteina es p-lactoglobulina.

4. Método segun la reivindicacion 3, en el que el péptido dominante en la composicion prefibrilar peptidica es el péptido
TQKVAGTWYSLAMAASDISLL.

5. Método para la produccion de una composicion fibrilar proteica, comprendiendo la produccién de una composicién
prefibrilar peptidica con un método segun cualquiera de las reivindicaciones precedentes, y en un paso siguiente el
sometimiento de la composicién prefibrilar a un pH acidico a temperatura elevada con una duracion suficiente para
permitir el comienzo de la agregacioén fibrilar.

6. Uso de una composicion prefibrilar peptidica obtenida en un método segun cualquiera de las reivindicaciones 1-4
como un aditivo en un producto alimentario o no alimentario.

7. Uso segun la reivindicacion 6, en el que el producto alimentario es un alimento dietético o bebida dietética humana o
animal para el control del peso, y donde la composicién prefibrilar es capaz de agregacion fibrilar en el jugo gastrico.

8. Uso segun la reivindicacion 6, en el que el producto alimentario es un alimento o bebida humana o animal, y donde se
impide que la composicion prefibrilar complete la agregacion fibrilar en el jugo gastrico, preferiblemente comprendiendo
una o mas sustancias que contrarrestan el enlace de hidrégeno y las interacciones hidrofébicas de los péptidos.

9. Uso segun la reivindicacion 6, en el que el producto alimentario es un alimento o bebida acidica tal como un yogur o
queso, y donde se permite a la composicion prefibrilar formar fibrillas después de la produccion.

10. Producto alimentario, tal como yogur o queso, comprendiendo una composicion prefibrilar peptidica obtenible por un
proceso segun cualquiera de las reivindicaciones 1-4.
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Figura 1
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Figura 2
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Figura 3
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