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DESCRIPCION
Proceso de acervacion multiple simultanea
Campo de la invencion

La invencién se refiere a procesos de preparacion de matrices poliméricas estructuradas que usan dos o mas
mecanismos de acervacion de forma simultanea.

Antecedentes de la invencion

La acervacion es un mecanismo o reaccion que "aglomera" polimero(s) soluble(s) para formar matrices insolubles,
estructuras o asociaciones que tienen un tamafio significativamente mayor que las moléculas poliméricas
individuales en disoluciéon. Los mecanismos de acervacion incluyen, entre otros, polimerizacion, reticulacion,
formacion de complejos, precipitacion (tal como isoeléctrica, idnica, con disolvente, y similares), coagulacion,
desnaturalizacion (tal como por medio de pH, calor, enzimas, quimica y similares) y coacervacion. No obstante, por
medio del uso de métodos de acervacién convencionales, las caracteristicas de las matrices poliméricas sélidas se
encuentran limitadas de este modo al(a los) polimero(s) particular(es) y/o al(a los) mecanismo(s) de acervacion
particular(es) usado(s).

Por ejemplo, el tratamiento enzimatico de caseina, una proteina de la leche, con la renina de proteasa produce un
agregado de estructura muy blanda, mientras que el tratamiento de caseina con sal de calcio forma un precipitado
de caseinato de calcio denso. El ajuste de pH de la caseina a un valor de pH proximo a su punto isoeléctrico tiene
como resultado un precipitado insoluble de tipo arenoso conocido comercialmente como caseina acida. De este
modo, el mecanismo particular de acervacién usado para tratar caseina en cada caso tiene como resultado
acervados (es decir, agregados o precipitados) que tienen caracteristicas estructurales y texturas diferentes.

La formacion de una matriz polimérica semi-sélida (tal como requesén procedente de leche) se ha logrado
comunmente usando un mecanismo de acervacion individual. Generalmente, se prepara requeson a partir de
liquidos lacteos por medio de procesos que incluyen el tratamiento del liquido con un agente de coagulacion. El
agente de coagulacion puede ser una enzima de formacion de requesoén (por ejemplo, cuajo) o un acido comestible,
incluyendo un cultivo bacteriano apropiado para generar un acido comestible in situ. El coagulo resultante o
requeson generalmente incorpora caseina que se ha modificado por medio del proceso de formacién de requeson.
Generalmente, el mecanismo de acervacion implicado es bien hidrélisis de enzimas de caseina-k o precipitacion
isoeléctrica. Aunque es una practica comun rebajar el pH de la leche antes de la adicién de la enzima para reducir la
cantidad de enzima necesaria, la hidrélisis enzimatica es el inico mecanismo de acervacion implicado, ya que el pH
del requeson final es significativamente mas elevado que el punto isoeléctrico de la caseina. Ademas, la hidrdlisis
enzimatica y el ajuste de pH no se llevan a cabo de forma simultanea.

En la técnica se usan otros mecanismos de acervacion individuales de forma comun. Especificamente, la
coacervacion de dos polimeros se usa cominmente en aplicaciones de encapsulado. Generalmente, los métodos
que implican segundos mecanismos se usan para modificar o tratar de modificar la estructura/acervado que se
forma por medio del primer mecanismo. En dichos casos, los mecanismos se llevan a cabo de forma secuencial:
Littoz y col., Food Hydrocolloids, 22(7): 1203-1211 (2008) (ajuste de pH seguido de reticulacion enzimatica); Yin y
col., J. Macromolecules, 36(23): 8773-8779 (2003) (coacervacion seguida de reticulacion); Lin y col., J.
Pharmaceutical Research, 11(11): 1588-1592 (1994) y Lin y col., J. Biomaterials, 18(7): 559-65 (1997) (que produce
nanoesferas usando coacervacion seguida de reticulacion con glutaraldehido); y Bachtsi y col., J. Applied Polymer
Science, 60(1): 9-20 (1996) (adicion de sulfato de sodio seguida de reticulacion quimica usando glutaraldehido). El
uso de mecanismos de acervacion individuales o mecanismos de acervacion llevados a cabo de forma secuencial
tiene como resultado matrices poliméricas que tienen caracteristicas limitadas al(a los) polimero(s) particular(es), el
mecanismo de acervacion usado, y/o el orden de los mecanismos de acervacion particulares puestos en practica.

Se han estudiado los efectos de varias condiciones fisicas (por ejemplo, temperatura, cizalladura, pH y similares)
sobre los mecanismos de acervacion especificos, tales como coacervacion, separacion de fases y reticulacion. Por
ejemplo, se han estudiado los factores que afectan a la reticulacién o la formacién térmica de gel de proteina de
suero lacteo por medio de calentamiento de disoluciones de proteina de suero lacteo a diferentes temperaturas, pH
y concentraciones de sal. Dunkeley & Hayes, J. Dariy Science & Technology, 15:191 (1980) y Xiong, J. Agric. Food
Chemistry, 40: 380-384 (1982). No obstante, las condiciones fisicas usadas en estos estudios (por ejemplo, pH, sal y
temperatura) afectaron a los parametros cinéticos de la reaccion de reticulacion pero resultaron insuficientes para
activar un segundo mecanismo de acervacion simultaneo. Por ejemplo, las variaciones de pH no fueron
suficientemente elevadas para provocar la polimerizacion sustancial. Ademas, se aplicaron secuencialmente ajustes
de pH o se completaron antes del tratamiento de temperatura.

En la preparacion de queso de Ricotta, por ejemplo, normalmente se acidifica una mezcla de leche y suero lacteo de
queso bien por medio de fermentacion lactica o por medio de adicién directa de un acido alimentario (por ejemplo,
vinagre) hasta un pH de aproximadamente 6,1 antes de una etapa de coagulacién térmica. El mecanismo de
acervacion principal usado en el proceso de Ricotta es la reticulacién térmica de albumina procedente de proteina de
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leche y queso. La acidez es principalmente para fines de sabor y, a diferencia de la caseina, la albimina del suero
lacteo no coagula ni siquiera en su pH isoeléctrico. Normalmente, el requeson de Ricotta resultante es de tamafio de
grano pequefio y de naturaleza no cohesiva.

La patente de Estados Unidos N°. 5.952.007 de Bakker y col. va destinada a la formacion de coacervados que
comprenden al menos dos polimeros que son utiles como ingrediente sustitutivo de grasa. Bakker y col. describen la
coacervacion compleja de al menos dos polimeros por medio de calentamiento de una disolucién de los polimeros
seguido de ajuste de pH de la mezcla hasta un valor proximo a su punto isoeléctrico. Posteriormente, se enfria la
mezcla y se aisla el coacervado. Potencialmente, habria mas de un mecanismo de acervaciéon implicado pero
tendrian lugar de forma secuencial, en todo caso.

Seria un avance significativo en la técnica el hecho de producir matrices poliméricas estructuradas nuevas o
mejoradas que no se puedan obtener usando mecanismos de acervacion individuales o dos o0 mas mecanismos de
acervacion llevados a cabo en serie debido a las propiedades fisicoquimicas del(de los) polimero(s) y los
mecanismos de acervacion usados, asi como también las interacciones polimero-polimero implicadas.

Sumario de la invenciéon

El proceso descrito en la presente memoria proporciona métodos eficaces y rentables para preparar una matriz
polimérica estructurada. El proceso descrito en la presente memoria evita los inconvenientes y los tratamientos
secuenciales inconvenientes de los métodos convencionales de acervacion. Ademas, los procesos descritos en la
presente memoria proporcionan procesos flexibles para formar matrices poliméricas estructuralmente complejas a
partir de una variedad de polimeros o combinaciones de polimeros, preferentemente, aunque sin limitarse a,
polimeros alimentarios. Mas preferentemente, al menos uno de los polimeros es una proteina alimentaria. De
manera inesperada, la aplicacién simultanea de dos o mas mecanismos de activacion proporciona matrices
poliméricas estructuradas que tienen una textura mejorada y/o eficacia de proceso que no se pueden obtener
cuando se llevan a cabo mecanismos de acervacion de forma individual o secuencial. Ventajosamente, los procesos
descritos en la presente memoria proporcionan gran flexibilidad en el disefio y la producciéon de matrices poliméricas
semi-sélidas que no se podian obtener en el pasado debido a propiedades fisicoquimicas Unicas de los polimeros
especificos implicados, los mecanismos de acervacion especificos usados, las interacciones especificas polimero-
polimero implicadas y otras limitaciones del proceso. Los procesos descritos en la presente memoria implican dos o
mas mecanismos de acervaciéon que funcionan de forma simultanea para formar matrices poliméricas solidas
mixtas/enredadas que se pueden preparar para que tengan una textura que varia desde un requeson blando, suave
y cohesivo hasta una fibra firme y gomosa, dependiendo de la combinacion de los mecanismos de acervacion y
polimeros seleccionados.

El(los) polimero(s) seleccionado(s) deberia(n) ser capaz(capaces) de formar una disoluciéon de polimero antes del
tratamiento con el método simultaneo que se describe en la presente memoria. Para los fines de la invencién, una
"disolucion polimérica" o expresion equivalente incluye disoluciones acuosas en las cuales se disuelve uno o mas
polimero(s), se solubiliza(n), o se suspende(n) en forma finamente dividida (preferentemente en forma de una
suspension coloidal) de manera que el(los) polimero(s) pueda(n) reaccionar completamente en al menos un
mecanismo de acervacion. Por tanto, el(los) polimero(s) se puede(n) tratar, tal como por medio de ajuste de pH,
fuerza idnica, temperatura y similar, si fuese necesario, para preparar la disolucién polimérica.

La concentracion de uno o mas polimeros esta seleccionada para proporcionar un procesado fiable. Debido a que
los polimeros tienen pesos moleculares diferentes, diferentes nimeros de sitios cargados a un pH dado, se deberian
seleccionar las condiciones de procesado para los procesos que se proporcionan en la presente memoria, de
manera que cada polimero usado en la reaccién se consuma en gran medida por medio de dos o mas de las
reacciones de acervacion implicadas. Esto garantiza que permanece una cantidad insignificante de cualquier
polimero en forma soluble original tras el proceso simultaneo. Ademas, se puede disefiar la estructura/textura final
formada para favorecer un polimero con respecto a otro, para el fin que se persigue. Por ejemplo, si se tiene que
usar el coacervado final para aplicacién en queso, se puede favorecer la proteina con respecto al polisacarido con
fines nutricionales y de sabor. Generalmente, la concentracion de polimero es del orden de aproximadamente 0,01 a
aproximadamente 30 por ciento en peso de la disolucién, aunque se prefieren concentraciones de polimero de
aproximadamente 0,1 a aproximadamente 10 por ciento.

En un aspecto, al menos una disolucién acuosa que contiene uno o mas polimeros es capaz de experimentar al
menos dos mecanismos de acervacion. Se formula al menos una disolucion acuosa y se trata de forma que las
condiciones sean tales que no se activen al menos dos mecanismos de acervacion antes de la etapa de activacion.
Posteriormente, se trata al menos una disoluciéon acuosa para activar esos al menos dos mecanismos de acervacion
de forma simultanea y posteriormente se deja que trascurran los al menos dos mecanismos de acervacion activados
hasta obtener la matriz polimérica estructurada.

En otro aspecto, se mezclan dos o mas disoluciones poliméricas acuosas con o sin aplicacién de cizalladura de
manera que los citados dos o0 mas mecanismos de acervacion tengan lugar de forma instantanea o simultanea. Se
formulan al menos dos disoluciones poliméricas de manera que se proporcionen las condiciones necesarias para
que tenga lugar cada mecanismo de acervacion, inmediatamente después de que se combinen las disoluciones
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poliméricas, de manera que los dos 0 mas mecanismos de acervacion ocurran de forma simultanea tras la mezcla
para formar la matriz polimérica estructurada deseada.

Los polimeros usados en al menos una disoluciéon polimérica pueden ser polimeros iguales o diferentes. Los
métodos descritos en la presente memoria se pueden llevar a cabo usando una variedad de polimeros y
combinaciones de polimeros. Preferentemente, los polimeros son polimeros alimentarios. Mas preferentemente, al
menos uno de los polimeros alimentarios es una proteina alimentaria.

De manera general, los mecanismos de acervacion apropiados para su uso en los métodos descritos en la presente
memoria incluyen polimerizacion, reticulacion térmica, reticulacion idnica, precipitacion isoeléctrica, precipitacion
idnica, reticulacion enzimatica/coagulacion, coacervacion, formacion quimica de complejos, formacion de gel,
precipitacion con disolvente, desnaturalizacion de proteinas (tal como por medio de pH, calor, enzimas, sustancias
quimicas) y similares. Los polimeros particulares y los mecanismos de acervacion usados en el método simultaneo
descrito en la presente memoria se pueden seleccionar para proporcionar una textura deseada o para conseguir un
fin particular, tal como mitigar los defectos de textura no deseados (por ejemplo, naturaleza granular), evitar etapas
de procesado de alto consumo de energia (por ejemplo, alta cizalladura), permitir el ahorro de ingredientes (por
ejemplo, formar una estructura a una concentracion de polimero mas baja) y/o mejorar la funcionalidad fisica (por
ejemplo, la capacidad de retencidon de agua) en comparacion con las matrices poliméricas acervadas procedentes
de métodos convencionales que implican un mecanismo de acervacién individual o mecanismos de acervacion
llevados a cabo de forma secuencial.

Descripcion detallada

Los métodos descritos en la presente memoria estan destinados a preparar matrices poliméricas estructuradas por
medio de tratamiento de al menos una disolucion polimérica de manera que tengan lugar dos o mas mecanismos de
acervacion de forma simultanea. Preferentemente, se tratan dos o mas disoluciones poliméricas de manera que
tengan lugar dos o mas mecanismos de acervacion de forma simultanea tras la mezcla de las dos o mas
disoluciones poliméricas. El uso simultaneo de dos o mas mecanismos de acervaciéon proporciona de manera
inesperada matrices enredadas de forma fina con eficacia de proceso mejorada y textura que son Unicas, en
comparacion con las matrices poliméricas producidas por medio de mecanismos de acervacion llevados a cabo de
forma individual o secuencial. Ademas, los métodos que se proporcionan en la presente memoria aportan procesos
flexibles para la formacién de matrices poliméricas estructuradas a partir de una variedad de polimeros,
preferentemente, pero sin limitarse a, polimeros alimentarios y, del modo mas preferido, al menos uno de los
polimeros alimentarios es una proteina alimentaria. De manera sorprendente, se ha descubierto que llevar a cabo
dos o mas reacciones de acervacion de forma simultanea tiene como resultado matrices de reaccién finales
inesperadas y se pueden seleccionar las condiciones de reaccion para proporcionar matrices que tengan
propiedades de textura deseadas. De manera sorprendente, las matrices que proceden de los métodos descritos en
la presente memoria se forman de manera que ninguno de los mecanismos de acervacion individuales dicte o
controle la estructura o las propiedades de la matriz resultante. En otras palabras, las matrices formadas por medio
de los métodos simultaneos descritos en la presente memoria son Unicas con respecto a las producidas por medio
de los mismos mecanismos de acervacion llevados a cabo de forma individual o secuencial. El uso de métodos de
acervacion simultaneos, como se describe en la presente memoria, permite de manera ventajosa adaptar las
propiedades funcionales de las matrices resultantes a las necesidades particulares de la aplicacién, lo que de lo
contrario resultaria dificil o imposible de obtener basandose en una reaccion de acervacioén individual o combinacién
de reacciones de acervacion llevadas a cabo de forma secuencial.

En un aspecto, se puede usar el método simultaneo descrito en la presente memoria para preparar matrices
poliméricas mixtas/enredadas con una textura suave y cohesiva que se parece al requeson de queso fresco tanto en
textura como en aspecto. En otro aspecto, el método simultaneo descrito en la presente memoria se puede usar
para producir matrices poliméricas estructuradas fibrosas.

El(los) polimero(s) seleccionado(s) deberia(n) ser capaz(capaces) de formar una disolucion polimérica acuosa antes
del tratamiento con el método simultaneo descrito en la presente memoria. Para los fines de la invencién, una
"disolucion polimérica" o expresion equivalente incluye disoluciones acuosas en las cuales se disuelve(n) uno o mas
polimero(s), se solubiliza(n) o se suspende(n) en forma finamente dividida (preferentemente en forma de una
suspension coloidal) de manera que el(los) polimero(s) pueda(n) reaccionar de forma completa en al menos un
mecanismo de acervacion. Por tanto, se puede(n) tratar el(los) polimero(s), tal como por medio del ajuste de pH,
fuerza idnica, temperatura y similares, si fuese necesario, para preparar la disolucién polimérica.

Preferentemente, los polimeros utiles en los métodos descritos en la presente memoria estan seleccionados entre
polimeros alimentarios, tales como proteinas, polisacaridos, sus derivados, y sus mezclas. Las proteinas apropiadas
incluyen fuentes vegetales, fuentes animales, fuentes procedentes de levaduras y similares. Fuentes vegetales
apropiadas incluyen leguminosas, guisante, cereales, judia, nuez, cereales, soja, cacahuete, semillas oleaginosas
(tal como semilla de algodén de semilla oleaginosa, colza, semilla de girasol, y similares) y similares. Fuentes
apropiadas de proteina animal incluyen proteina lactea, proteina de huevo, proteina de pescado, proteina de carne,
proteina de origen vegetal, proteina derivada de microorganismos y similares. La fuentes apropiadas de proteina de
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carne incluyen pollo, ternera, cerdo, pescado y otros mariscos, asi como también derivados tales como gelatina,
albumina de suero y similares. Fuentes apropiadas de proteina lactea incluyen leche, derivados de la leche tales
como leche desnatada, polvo de leche, caseina, proteina de suero lacteo, proteina de leche separada, fuentes de
proteina lactea concentrada, fracciones aisladas de proteina lactea y similares. Segun se usa en la presente
memoria, una "fuente de proteina lactea concentrada" es una fuente de proteina en la que las proteinas estan, o
pueden reconstituirse para estar, a una concentracion que es mayor que el liquido lacteo del cual proceden.
Ejemplos de fuentes de proteina lactea concentrada incluyen, pero sin limitarse a, concentrado de proteina de suero
lacteo, concentrado de proteina de leche o una de sus combinaciones. Normalmente, el concentrado de proteina de
suero lacteo y el concentrado de proteina de la leche tienen una concentraciéon de proteina de al menos
aproximadamente 34 por ciento. Ejemplos de fracciones aisladas de proteina lactea incluyen, pero sin limitarse a,
fraccion aislada de proteina de suero lacteo, fraccion aislada de proteina de la leche y similares. Segun se usa en la
presente memoria, "caseina" se refiere a cualquier, o a todas, las fosfoproteinas de la leche, y a mezclas de
cualesquiera de ellas. Se han identificado muchos componentes de caseina, incluyendo pero sin limitarse a, a-
caseina (incluyendo asi-caseina y asp-caseina), B-caseina, k-caseina y sus variantes genéticas. Segun se usa en la
presente memoria, "proteina de suero lacteo" se refiere a proteinas presentes en el liquido lacteo (es decir, el suero
lacteo) obtenidas en forma de un sobrenadante de los requesones cuando se somete la leche o un liquido lacteo
que contiene componentes de leche a formacion de requesén para producir requesén de formacion de queso en
forma de semisdlido. Generalmente, se entiende que la proteina de suero lacteo incluye principalmente las proteinas
globulares B-lactoglobulina y a-lactalbumina. Las proteinas de suero lacteo tienen un elevado valor nutritivo para los
humanos, y pueden proporcionar una calidad sensorial favorable, conferir una calidad cremosa y apta para untado a
los productos lacteos a los cuales se incorpora. Polisacaridos apropiados incluyen xantano, carragenina, agar,
alginato, carboximetilcelulosa ("CMC"), pectina, almidones, goma de algarrobillo, goma de tragacanto, goma arabiga,
goma caraya, goma gatti, goma guar, goma de celulosa, hemicelulosa, quitosano, sus derivados y sus
combinaciones. Para los polisacaridos, se prefieren gomas ionicas tales como carragenina, pectina, alginato, CMC,
xantan, goma arabiga, goma caraya, goma gatti, gelano, agar, quitosano y similares por su capacidad para
coacervar con proteinas y experimentar formacion de gel inducida por iones, en particular cuando se desea una
matriz fuerte o cuando se desea una concentracion de polimero baja, tal como por motivos normativos (por ejemplo,
patron de identidad) o econémicos. Por el contrario, si se desea una estructura débil, se prefieren gomas no iénicas
tales como almidones naturales y modificados, maltodextrina, goma guar, goma de algarrobillo, celulosa y similares..
También se pueden usar ingredientes alimentarios de materia prima o procesados que contienen polimero(s)
alimentario(s), tales como leche, suero de queso, huevo, suspension de carne, puré de frutas y similares, si se
desea.

Las combinaciones de polimeros, la concentracion de cada polimero y las condiciones fisicoquimicas de al menos
una disolucién polimérica estan seleccionados basandose en las propiedades deseadas de la matriz estructurada
resultante. Las propiedades de la matriz estructurada, tal como textura, se puede adaptar basandose en los
siguientes factores: (1) el tipo de polimero o polimeros usados (por ejemplo, proteina, polisacarido); (2) el nimero de
polimeros diferentes; (3) la concentracion/proporcion de cada polimero; y (4) las condiciones fisicoquimicas en las
cuales se forma la matriz estructurada, tal como pH, fuerza idnica, temperatura, cizalladura/mezcla, y, si se usan al
menos dos disoluciones poliméricas, la proporcién de mezcla de las disoluciones poliméricas. También se pueden
ver afectadas las propiedades de la matriz estructurada por el tipo y la concentracién del(de los) agente(s) de
sedimentacion o reticulacion, si se usa(n), asi como también por el tipo y concentraciéon de la(s) sustancia(s) de
relleno, si se usa(n).

Se pueden llevar a cabo dos 0 mas mecanismos de acervacion usando cualquier método en el que el polimero o
polimeros, y cualesquiera reaccionantes requeridos, se tratan en condiciones apropiadas para que los dos o mas
mecanismos de activacion trascurran de forma simultanea. El modo en el que los dos mecanismos de acervacion se
activan no es critico con tal de que se activen dos o mas mecanismos de manera esencialmente simultanea (es
decir, de manera que esos mecanismos y las reacciones resultantes tengan lugar al mismo tiempo). De este modo,
se podria preparar una disolucion individual que incorporara uno o mas polimeros y posteriormente se podrian
modificar rapidamente las condiciones (por ejemplo, temperatura, pH, reactivos afiadidos, y similares) para activar
los dos 0 mas mecanismos. Por ejemplo, se puede preparar una disolucion que comprenda proteina de suero lacteo
y carragenina a pH elevado y temperatura elevada (por ejemplo, por encima de la temperatura de reticulacion de la
proteina de suero lacteo). Debido a que la proteina de suero lacteo y la carragenina estan al mismo pH, y con ellos
cargadas de forma similar, los dos polimeros no pueden coacervar o reticular. Se puede afadir un acido en una
cantidad suficiente para rebajar el pH hasta un pH objetivo de aproximadamente 5,0, provocando de este modo que
la coacervacion y la reticulacion térmica tengan lugar de forma simultanea.

Alternativamente, se podrian preparar dos o mas disoluciones poliméricas (que contengan polimeros iguales o
diferentes) en condiciones en las que no se active ningin mecanismo y posteriormente mezclar las dos o mas
disoluciones poliméricas en condiciones en las que se activen los mecanismos. Se ajustan las disoluciones
individuales para que los dos 0 mas mecanismos de acervacion Unicamente se activen cuando se mezclen las
disoluciones separadas. Especialmente para experimentos a escala de laboratorio, este procedimiento proporciona
un método conveniente y eficaz para lograr reacciones de acervacion simultdneas deseadas. Se usé dicho
procedimiento para los ejemplos presentados en la presente memoria para caracterizar la invencion. De igual forma,
la discusion y la caracterizacion general de la presente memoria se presentan de forma general en términos de este
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método de disoluciones poliméricas por separado por motivos de conveniencia. Como comprendera un experto en la
técnica, se pueden usar otros métodos de manera que dos o mas reacciones de acervacion tengan lugar de forma
simultanea.

Las combinaciones poliméricas estan basadas en las propiedades inherentes de cada polimero. Una disolucion
polimérica puede experimentar acervaciéon rapida por si misma con un cambio repentino de la condicién
fisicoquimica (por ejemplo, temperatura o pH) y/o con otro polimero a través de interaccién polimero-polimero (por
ejemplo, reticulacion, coacervacion o formacién de complejos). Por ejemplo, se puede mezclar una disolucion de
proteina apta para desnaturalizacion por via térmica, acida y caliente (tal como a aproximadamente un pH de 3,0 y
aproximadamente 80 °C) con una disolucion de polisacarido basico y caliente (tal como a aproximadamente un pH
de 9,0 y 80 °C) para formar una mezcla que tenga un pH de aproximadamente 5,0. En este sistema, se puede
formar un complejo y una matriz compuesta a través de al menos tres mecanismos de acervacion que operan de
forma simultanea, concretamente (1) coacervacion entre moléculas de proteina con fuerte carga positiva y moléculas
de polisacarido con fuerte carga negativa, (2) precipitacion isoeléctrica de la proteina, y (3) reticulacion covalente de
moléculas de proteina a través de la formacién de un enlace covalente inducido por calor (por ejemplo, disulfuro).
Antes de la mezcla de dos disoluciones poliméricas calientes, se inhibe la reticulacion térmica de las moléculas de
proteina a bajo pH debido a la repulsion electrostatica entre las moléculas de proteina, como resulta evidente por
medio de una disolucion de proteina transparente o traslicida. La reticulacién ya no se inhibe mas cuando la
disolucion se mezcla con una disolucién basica de polisacaridos y se neutraliza el pH de la mezcla. De este modo,
por medio de la variacién (1) de la concentracion de uno o ambos de los polimeros implicados, (2) la proporcion de
las dos disoluciones poliméricas, (3) el pH objetivo tras la mezcla de las dos disoluciones, y (4) la temperatura de la
disolucion tras mezclas las disoluciones, es posible formar rapidamente una estructura compuesta, entretejida, mixta
y no homogénea que tiene una textura que varia desde blanda a firme y un aspecto que varia de tipo requeson a
fibroso. Se puede usar tincion de la matriz formada con colorantes especificos de proteinas y especificos de
polisacaridos. El uso de dichos colorantes para observar visualmente al menos algunos aspectos de los mecanismos
de coacervacion simultaneos sugiere que no tiene lugar de forma significativa la exclusidn molecular o que tiene
lugar de forma suficientemente rapida debido a las reacciones de acervacion multiples simultaneas y rapidas. Sin
pretender quedar limitado por teoria alguna, la tincién sugiere que los polimeros forman complejos inseparables (por
ejemplo particulas, fibras y similares) y no acervados por separado para cada polimero.

En los métodos que se describen en la presente memoria, la concentracién de polimero es de aproximadamente
0,01 a aproximadamente 30 por ciento en peso de la disolucién, aunque se prefieren concentraciones de polimero
de aproximadamente 0,1 a aproximadamente 10 por ciento. En un aspecto, se trata una disoluciéon que contiene uno
0 mas polimeros de manera que tengan lugar simultdneamente dos o mas mecanismos de acervacion para formar
una matriz polimérica estructurada. En otro aspecto, se combinan dos o mas disoluciones poliméricas de manera
que tengan lugar al menos dos mecanismos de acervacion de forma simultanea tras la mezcla para formar una
matriz polimérica estructurada. En otro aspecto, se tratan al menos tres disoluciones poliméricas y se combinan de
manera que, tras la mezcla, tengan lugar dos 0 mas mecanismos de acervacion de forma simultanea para formar
una matriz polimérica estructurada. En otro aspecto, se combinan al menos dos disoluciones poliméricas y se tratan
de forma que tengan lugar tres 0 mas mecanismos de acervacion de forma simultanea tras la mezcla para formar
una matriz polimérica estructurada. Los polimeros de las dos o mas disoluciones pueden ser polimeros iguales o
diferentes.

De manera general, los mecanismos de acervacion que se pueden usar en el método simultaneo descrito en la
presente memoria incluyen polimerizacion, reticulacion térmica, reticulacion idnica, precipitacion isoeléctrica,
precipitacion iénica, coagulacién enzimatica, coacervacion, formacion quimica de complejos, precipitacion
isoeléctrica, precipitacion ionica, formacion de gel, precipitacion con disolvente, desnaturalizacién (tal como
desnaturalizacion de proteinas por medio de pH, calor, enzimas y tratamiento quimico) y similares. Se forma una
estructura compuesta o entretejida, mixta y compleja que puede ser microscopicamente homogénea o no y puede
ocurrir que el(los) polimero(s) usado(s) no se pueda(n) discernir individualmente si ambos polimeros se consumen
de forma casi completa en el proceso.

La seleccion particular de dos o mas mecanismos de acervacion basados en las caracteristicas deseadas de la
matriz estructurada resultante se encuentra sencillamente dentro de la capacidad del experto ordinario en la técnica.
La seleccion de los mecanismos de acervacion depende de la combinacién particular de polimeros escogida asi
como de las caracteristicas deseadas de la matriz estructural resultante. Ademas, el experto ordinario en la técnica
reconoce que no todas las combinaciones de polimeros y/o todos los mecanismos de acervaciéon son apropiados o
incluso viables para permitir la reaccion simultanea. Por ejemplo, la reticulacion térmica es un mecanismo de
acervacion comunmente usado para la proteina de suero lacteo, mientras que la coagulacion de enzimas es un
mecanismo de acervacion cominmente usado para caseina. No obstante, el estudio técnico de un proceso para
permitir que ambos mecanismos de acervacion tengan lugar de forma simultanea y eficaz no siempre es posible, ya
que generalmente la coagulacion de enzimas trascurre de forma lenta con el tiempo. Por ejemplo, se puede calentar
una mezcla natural de caseina y proteina de suero lacteo, para reticular la proteina de suero lacteo y posteriormente
se puede enfriar antes de la adicion de una enzima de coagulacion para formar requesén de caseina.
Alternativamente, se puede tratar la leche con una enzima de coagulacion y posteriormente se puede calentar. No
obstante, el método tampoco proporciona mecanismos de acervacion simultaneos. La reticulacion térmica de la
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proteina de suero lacteo es un proceso cinético que depende en gran medida de la concentracion de proteina de
suero lacteo, pH, temperatura de calentamiento y tiempo de calentamiento, mientras que la coagulacion de enzima
de caseina, también un proceso de accionamiento cinético lento, puede ocurrir Unicamente por debajo de la
temperatura minima de reticulacién de la proteina de suero lacteo. No parece viable la creacién de un proceso que
permita el suceso simultineo de ambos mecanismos de acervacion ya que los dos mecanismos requieren
temperaturas significativamente diferentes para el trascurso, y la coagulacién de enzimas tardaria mucho mas
tiempo que la reticulaciéon normal. A modo de otro ejemplo, cuando una disoluciéon polimérica comprende una
fraccion de aislado de proteina y la otra disolucion polimérica comprende caseina, los mecanismos de acervacion
simultaneos que incluyen tanto la reticulacion térmica como la coagulacion de enzimas son practicamente
imposibles. No obstante, debido a que la caseina puede experimentar acervacién por medio de mecanismos
diferentes a la coagulacion de enzimas, tales como la precipitacion isoeléctrica, se puede disefiar un proceso de
acervacion multiple simultaneo usando mecanismos diferentes de la coagulacion de enzimas. Por ejemplo, se puede
mezclar una primera disolucién polimérica que comprende una fraccion aislada de proteina de suero lacteo a un pH
de aproximadamente 3,5 y una temperatura de aproximadamente 82,2 °C (180 °F) y una segunda disolucion
polimérica que comprende caseinato a un pH de 8,0 y una temperatura de aproximadamente 82,2 °C (180 °F) para
proporcionar un pH final de equilibrio de aproximadamente 4,6, en el que al menos dos reacciones de acervacion
tienen lugar de forma simultanea - reticulacion térmica de la proteina de suero lacteo y precipitacion acida de
caseinato. La reticulacion térmica de las moléculas de proteina de suero lacteo a pH bajo queda inhibida debido a la
repulsion electrostatica entre las moléculas de proteina, como resulta evidente por medio de una disolucion de
proteina transparente o traslicida. La reticulacion ya no se inhibe durante mas tiempo cuando se mezcla la
disolucion con la disolucion de caseinato y se neutraliza el pH de la mezcla. De este modo, la seleccion de los
polimeros y la combinacion de los mecanismos de acervacion depende de las limitaciones fisicas inherentes a cada
polimero y mecanismo de acervacion seleccionado.

El método simultaneo descrito en la presente memoria proporciona un proceso flexible para llevar a cabo multiples
reacciones de acervacion de forma simultanea seleccionando el(los) polimero(s), mecanismos de acervacion y
condiciones fisicoquimicas de manera que las matrices poliméricas estructuradas que se forman no se puedan
obtener previamente llevando a cabo las mismas reacciones de acervacién solas o de forma secuencial. Sin
pretender ser limitante, se describen varios mecanismos de acervacion con gran detalle.

Coacervacion

Generalmente, la coacervacion implica combinar dos polimeros cargados de forma opuesta en disolucién para llevar
a cabo la separacion de un complejo insoluble o coacervado. En la coacervacién, se preparan dos disoluciones
poliméricas con carga opuesta. Preferentemente, una disolucion de proteinas con carga positiva y una disolucion de
polisacarido con carga negativa. Alternativamente, se puede usar una disoluciéon de polisacarido de complejo con
carga positiva (tal como quitosano) y una proteina con carga negativa u otra disolucion de polisacarido, si se desea.
Se prepara una disolucién acuosa de un primer polimero y se ajusta el pH hasta un valor de aproximadamente 2 a
aproximadamente 5 usando acido de calidad alimentaria para formar un polimero cargado positivamente. Acidos de
calidad alimentaria apropiados incluyen, pero sin limitarse a, acido fosférico, acido clorhidrico, acido sulftrico, acido
lactico, acido citrico y sus combinaciones. Debido a que el primer polimero tiene carga positiva predominante, las
moléculas con carga similar exhiben fuerzas de repulsién. Se prepara una disolucion acuosa de un segundo
polimero y se ajusta el pH hasta un valor de aproximadamente 8 a aproximadamente 11 usando una base de calidad
alimentaria para formar un polimero con carga negativa. Bases de calidad alimentaria apropiadas incluyen, pero sin
limitarse a, hidréxido de sodio, hidroxido de potasio, hidroxido de calcio y sus combinaciones. Debido a que el
segundo polimero tiene carga negativa predominante, las moléculas con carga similar exhiben fuerzas de repulsion
y el polimero permanece soluble en disolucién. Las disoluciones poliméricas con carga opuesta se combinan
posteriormente y los polimeros con carga opuesta se atraen unos a otros, formando de este modo una matriz
polimérica mixta antes de que se neutralicen las cargas iénicas del primer y segundo polimeros. Generalmente, las
reacciones que forman la matriz de polimero mixto son irreversibles, aunque pueden ser reversibles en condiciones
extremas, tales como pH muy elevado o muy bajo. No obstante, en la mayoria de condiciones de uso final o en
condiciones tipicas (tales como en los productos alimentarios), la formacién de la matriz polimérica mixta es
irreversible.

Se puede proporcionar la coacervacion preparando una disolucion mixta de dos polimeros (normalmente una
proteina soluble y un polisacarido idnico), seguido de valoracion del pH de la disoluciéon hasta ligeramente por
debajo del pH isoeléctrico de la proteina para inducir coacervacion. A dicho pH, la proteina se vuelve
predominantemente con carga positiva mientras que el polisacarido idnico se carga negativamente y se forma una
matriz insoluble debido a la atraccion estatica intermolecular.

Como se define en la presente memoria, la auto-acervacion es un tipo especifico de coacervaciéon. En la auto-
acervacion, el primer y segundo polimeros usados en la coacervacion son el mismo polimero. Generalmente, la
auto-acervacion se limita a polimeros anfoteros, preferentemente proteinas anféteras. Por ejemplo, la primera
disolucion polimérica con carga positiva y la segunda disolucién polimérica con carga negativa comprenden ambas
una fraccién aislada de proteina de suero lacteo. Si se desea, también se pueden usar otros polimeros en los
mecanismos de auto-acervacion. Puede ocurrir que algunos polisacaridos no sean apropiados para los mecanismos

7



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2451508 T3

de auto-acervacion. Por ejemplo, no resultan apropiados polisacaridos aniénicos que Unicamente existen con forma
cargada neutra o negativa pero nunca con forma cargada positiva. De este modo, generalmente, los polisacaridos
aniénicos no pueden experimentar auto-acervacion como se describe en la presente memoria. Entre los polimeros
alimentarios, Unicamente proteinas y material proteinaceo, tal como carne picada y leche son polimeros anféteros
conocidos. Con frecuencia, otras moléculas anféteras son no comestibles o tienen bajo peso molecular, las cuales
tienen un potencial escaso o nulo para la formacién de estructuras.

En algunos casos, los acervados formados por medio de coacervacion pueden tener propiedades que son
indeseables, limitando de este modo su uso en los productos alimentarios. En dichos casos, se puede incorporar un
segundo o tercer mecanismo de acervacion para proporcionar reacciones de acervacion multiples y simultaneas con
el fin de lograr una matriz estructurada. De hecho, variando el(los) polimero(s), las condiciones y los mecanismos de
acervacion, es posible proporcionar matrices estructuradas que tengan propiedades utiles que no son posibles
actualmente en la industria alimentaria.

Reticulacién Térmica

En la reticulacion térmica, se induce la polimerizacion de moléculas poliméricas por medio de tratamiento térmico.
Por ejemplo, cuando se calientan proteinas alimentarias ricas en amino acidos que contienen azufre a una
temperatura suficientemente elevada, se forman enlaces -S-S- covalentes entre polimeros entre los grupos -SH
ubicados en diferentes moléculas poliméricas y el resultado es la formacion de matrices poliméricas insolubles o
particulas. Las proteinas alimentarias ricas en amino acidos que contienen azufre incluyen, pero sin limitarse a,
proteina de suero lacteo, proteina de huevo, proteina vegetal y similares. La reticulacion térmica de la proteina de
suero lacteo es una reaccion controlada cinéticamente y el grado de reticulacién se ve influenciado por la
concentracion de proteina, temperatura, tiempo de calentamiento y pH. Debido a que se puede evitar la reticulacion
térmica o reducir sustancialmente a un pH de disolucién significativamente diferente (por ejemplo, dos o mas
unidades de pH) a partir del pH isoeléctrico del polimero, la reticulacion térmica de la proteina de suero es un
mecanismo de acervacion deseable para proporcionar una reacciéon de acervacion multiple simultanea con al menos
otro polimero y mecanismo de acervacion. Se deberian seleccionar las condiciones de reaccién para minimizar la
cantidad de reticulaciéon que ocurre antes de la mezcla con una o mas de otras disoluciones poliméricas. Por
ejemplo, se puede reducir sustancialmente la reticulacion de la proteina de suero lacteo (por ejemplo, menos que
aproximadamente 30 por ciento) a un pH por debajo de 3,5 y una temperatura de aproximadamente 90 °C durante
tratamientos térmicos ampliados, tal como durante aproximadamente 30 minutos. Alternativamente, se puede
mantener la disolucion que contiene el polimero apto para reticulacion a una temperatura mas baja y se podria
calentar la otra disolucion (la disolucidon que no contiene polimero apto para reticulacion) a una temperatura tal que,
cuando se mezcle, la temperatura de la mezcla sea apropiada para la reaccion de reticulacion. Se pueden
seleccionar facilmente las condiciones para otros métodos de activacion y/o polimeros, por parte de los expertos
ordinarios en la técnica.

Coacervacion y Reticulacién Térmica Simultaneas

Con el fin de proporcionar un proceso de acervacion multiple simultdneo que permita que la acervaciéon entre un
primer polimero y un segundo polimero coincida con la reticulacion térmica del primer polimero, el primer polimero
deberia ser capaz de formar reticulaciones a una temperatura igual o mayor que la proporcionada tras mezclar las
disoluciones que contienen los dos polimeros. El primer y segundo polimeros deben estar cargados de forma
opuesta para permitir la coacervacion entre los polimeros. Para hacerlo, se prepara una disoluciéon acuosa de un
primer polimero y se ajusta el pH a un valor de pH suficientemente mas bajo que el pH isoeléctrico del primer
polimero (por ejemplo, un pH de aproximadamente 2 a 5) usando un acido de calidad alimentaria para formar una
disolucion polimérica con carga positiva. Debido a que el primer polimero tiene carga positiva predominante en
condiciones de pH bajo, las moléculas poliméricas con carga similar exhiben fuerzas repulsivas y permanecen
solubles en la disolucion altamente acida. Las fuerzas repulsivas intermoleculares también permiten calentar la
disolucion altamente acida hasta una temperatura igual o mayor que la temperatura de reticulacién del primer
polimero a un pH normal o menos acido (por ejemplo, menos que aproximadamente una unidad de pH 1 menor que
el pH isoeléctrico del primer polimero), sin inducir reticulacion significativa. Ventajosamente, la primera disolucion
polimérica permanece con aspecto transparente o traslicido ya que los polimeros permanecen solubles y no
coacervados en la disolucion acida caliente y altamente acida. Se prepara una segunda disolucion polimérica
disolviendo el segundo polimero en agua y se ajusta el pH de la disolucidon hasta un valor de pH suficientemente
mas elevado que el pH isoeléctrico del segundo polimero (por ejemplo, un pH de aproximadamente 8 a 11) usando
una base de calidad alimentaria para formar una segunda disolucién polimérica con carga negativa. Debido a que el
segundo polimero tiene carga negativa predominante, las moléculas cargadas de forma similar también exhiben
fuerzas repulsivas y permanecen solubles en la disolucién altamente basica, incluso a una temperatura elevada. Se
calienta la segunda disolucidon polimérica cargada negativamente hasta una temperatura igual o mayor que la
temperatura de la primera disolucién polimérica. Debido a que los polimeros aptos para reticulacién tienen una carga
similar en sus respectivas disoluciones y exhiben fuerzas repulsivas, los polimeros permanecen sustancialmente sin
reticular incluso en condiciones de tratamiento térmico relativamente intenso. Generalmente, se calientan las
disoluciones poliméricas acida y basica hasta una temperatura que varia de aproximadamente 65,6 a 93,3 °C (de
150 a 200 °F), preferentemente de 76,7 a 85 °C (de 170 a aproximadamente 185 °F) antes de la mezcla de las dos
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disoluciones.

El pH de las dos disoluciones y la proporcion con la cual se combinan las dos disoluciones estan seleccionados en
base al pH final objetivo tras la mezcla de las dos disoluciones poliméricas. El pH final objetivo deberia ser un pH en
el cual la reticulacion térmica del primer polimero ocurra de forma libre, rapida y eficaz, asi como un pH en el cual
pueda tener lugar la coacervacion de los dos polimeros. Por ejemplo, si el primer polimero es la fraccion aislada de
proteina de suero lacteo y el segundo polimero es carragenina, un pH objetivo apropiado deberia estar dentro del
intervalo de aproximadamente 4,2 a aproximadamente 5,2. En principio, la etapa de calentamiento, si se desea, se
puede llevar a cabo a presiones elevadas, tales como en el interior de un extrusor caliente, en cuyo caso se puede
ajustar de manera apropiada la temperatura. Sin dejar que se enfrien las disoluciones poliméricas, se mezclan las
disoluciones poliméricas con carga opuesta, lo que posibilita que al menos dos reacciones ocurran de forma casi
instantanea: (1) coacervacion: se forma un complejo que comprende un primer y segundo polimeros debido a la
atraccion electrostatica entre los dos polimeros con carga opuesta; y (2) reticulacion: se neutraliza el pH de la
mezcla dando como resultado de este modo la retirada de las fuerzas repulsivas entre los polimeros con carga
similar inicial y dando como resultado la reticulacion entre las moléculas del primer polimero a través de un enlace
covalente disulfuro. El polimero polimerizado tiene como resultado la reticulacion de las proteinas no plegadas por
medio de enlace -S-S-. En general, el consiguiente aumento del peso molecular indica una mayor reticulacion con el
polimero. En principio, se puede conseguir al menos aproximadamente 50 por ciento de reticulaciéon de disulfuro,
aunque generalmente se prefiere una reticulacion dentro del intervalo de aproximadamente al menos 80 por ciento.
Por ejemplo, se puede estimar el grado de reticulacion, usando electroforesis de gel de poliacrilamida con agentes
de reduccion de disulfuro tales como ditiotreitol (véase, por ejemplo, la patente de Estados Unidos N°. 4.885.183 y
Laemi, Nature, 227:680-685 (1970), ambas incorporadas completamente en la presente memoria por referencia). La
matriz polimérica estructurada mixta resultante comprende reticulaciones del primer polimero y coacervados del
primer y segundo polimero. Se puede enfriar la matriz polimérica estructurada hasta la temperatura de refrigeracion
y se puede almacenar para uso posterior, 0 se puede procesar la matriz polimérica estructurada inmediatamente
después de la formacién de la matriz para la incorporacién en productos alimentarios, tal como para la adicién a una
corriente de queso cremoso como aglutinante de textura o mimético de grasa.

El uso simultineo de coacervaciéon y reticulacion térmica proporciona varios beneficios. Se pueden usar
concentraciones poliméricas mas bajas cuando se prepara la matriz usando el método simultaneo. Por ejemplo,
mediante el uso de un mecanismo de reticulacidon convencional por si mismo, se calienta de 5 a 8 por ciento de
disolucién de proteina de suero lacteo durante aproximadamente 30 a 60 minutos a una temperatura elevada para
formar proteina de suero lacteo reticulada. Por el contrario, el proceso de acervacién multiple simultaneo descrito en
la presente memoria requiere menos de 3 por ciento de proteina de suero lacteo y forma una matriz estructurada de
forma casi instantanea. El método simultaneo es un proceso casi mas eficaz y consume menos energia que otros
métodos. Generalmente, en los mecanismos de reticulacién convencionales, se requiere mezcla o alta cizalladura
constantes para controlar el tamafio de particula de las reticulaciones. De manera convencional, se usan varias
operaciones unitarias para producir proteina de suero lacteo reticulada de tamafio de particula deseable y con
frecuencia se generan aromas no deseados debido a la exposicidon prolongada a temperatura elevada. Ademas, la
produccion de proteina de suero lacteo es costosa y consume energia debido a que la concentracion de proteina de
suero lacteo en el suero del queso es extremadamente baja (menor que 0,5 por ciento) y es preciso concentrar y
someter a extraccion, tal como por medio de ultrafiltracion.

Precipitacion Isoeléctrica

El punto isoeléctrico es el pH al cual la carga neta del polimero, especialmente en polimeros anféteros, se hace
cero. La precipitacion isoeléctrica tiene lugar cuando las moléculas poliméricas en disolucion que se encuentran en
el punto isoeléctrico del polimero o en sus alrededores se vuelven insolubles y/o colapsan unas sobre otras debido a
la falta de estabilizacion electrostatica y a mayores fuerzas hidréfobas intra- e inter-moleculares. La precipitacion
isoeléctrica se puede iniciar por medio del ajuste del pH de la disolucién o fuerza iénica. Por ejemplo, la precipitacion
isoeléctrica se usa comunmente para preparar caseinato comercial a partir de leche ajustando el pH de la leche con
un acido comestible hasta el pH isoeléctrico de la caseina (aproximadamente 4,6). La caseina insoluble forma un
precipitado o requesdn denso y se puede separar facilmente del suero lacteo restante. Se puede usar la
precipitacion isoeléctrica en el disefio de un proceso de coacervacion multiple simultaneo.

Precipitacion lénica

La precipitacion iénica de polimeros normalmente implica la reticulacion idnica entre moléculas poliméricas con
carga negativa en presencia de iones minerales catidnicos multivalentes. Muchos polimeros alimentarios, incluyendo
la mayoria de proteinas alimentarias y la mayoria de los polisacaridos alimentarios anionicos, pueden experimentar
precipitacion iénica a un pH mayor que sus respectivos pH isoeléctricos. Los polisacaridos alimentarios anidnicos
incluyen, pero sin limitarse a, carragenina, xantano, alginato, agar, carboximetilcelulosa, metoxi pectina inferior,
gelano, agar, y similares y sus mezclas. Por ejemplo, cuando se afiade una disolucion de cationes divalentes (tales
como CaCly) a una disolucién de polimero con carga negativa (tal como alginato), se forman puentes de calcio entre
moléculas de alginato adyacentes. Generalmente, se usa aproximadamente 0,01 por ciento de cationes divalentes.
Dependiendo de las concentraciones relativas de los ingredientes y de las condiciones fisicas, la neutralizacion de la
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carga negativa del polisacarido por parte de los iones de calcio con carga positiva y la formacion de puentes de
calcio entre las moléculas de alginato provoca la precipitacion y/o la formacion de gel del polimero. En teoria, la
precipitacion iénica puede tener lugar entre polimeros con carga positiva y aniones apropiados (por ejemplo, iones
de fosfato), pero este tipo de precipitacion idnica es menos comun en los sistemas alimentarios.

Se pueden proporcionar los mecanismos relacionados por medio de modificacion de la concentracion del
polisacarido y/o cationes minerales. Una concentracion baja de cationes Ca* provoca la formacion de gel de una
disolucion de alginato diluida. Por el contrario, una concentracion elevada de cationes Cca? provoca la neutralizaciéon
completa del polisacarido y la precipitacion de alginato de calcio denso e insoluble.

Precipitacién Isoeléctrica y Precipitacion lénica Simultaneas

Es posible la precipitacion isoeléctrica de un polimero y la precipitacion idnica de otro polimero llevadas a cabo de
forma simultanea para formar una matriz polimérica mixta y estructurada, basandose en el proceso de la invencion.
Generalmente, se preparan dos o mas disoluciones poliméricas. Se ajusta una primera disolucién polimérica a un pH
de aproximadamente 8 a aproximadamente 10 usando una base de calidad alimentaria para formar una disoluciéon
polimérica con carga negativa. Se ajusta una segunda disolucion polimérica a un pH de aproximadamente 3 a
aproximadamente 4 usando un acido de calidad alimentaria para formar una disolucion polimérica con carga
negativa. Se afiaden cationes minerales multivalentes que contienen sal a cualquiera de las disoluciones
poliméricas, tal como aproximadamente 0,01 por ciento de cationes. El pH de la primera y segunda disoluciones
poliméricas, asi como también su proporcién de mezcla, estan seleccionados de manera que el pH final tras la
mezcla de las dos disoluciones esté cerca del punto isoeléctrico del polimero objeto de precipitacion. Tras la mezcla
de las dos disoluciones poliméricas, tienen lugar varios cambios de forma simultanea, incluyendo: (1) neutralizacién
de la mezcla hasta un pH sustancialmente préximo al pH isoeléctrico del polimero objeto de precipitacion; (2)
precipitacion isoeléctrica del primer polimero; y (3) precipitacion idnica del segundo polimero con los cationes
minerales. Como resultado de ello, se forma una matriz estructurada mixta que tiene un aspecto similar a requesén y
una textura diferente de las matrices producidas por medio de acervacién individual o mecanismos de acervacion
secuenciales llevados a cabo con el(los) mismo(s) polimero(s). Por ejemplo, las diferencias de textura pueden incluir
diferencias sensoriales (por ejemplo, aspecto, sensacion en boca, y similares), fisicas (mecanicas, densidad y
similares) y funcionales (por ejemplo, capacidad de retencion de agua).

Como resultara evidente para el experto en la técnica, se pueden llevar a cabo varias combinaciones de
mecanismos de acervacion de forma simultanea para formar matrices poliméricas estructuradas que tengan
propiedades texturales, fisicas y funcionales deseadas. También resultara evidente que se pueden usar diferentes
métodos de activaciéon simultanea de los mecanismos de acervacion, distintos de los proporcionados anteriormente.
De manera sorprendente, se descubrié que la accién de llevar a cabo dos 0 mas mecanismos de acervaciéon de
forma simultanea tiene como resultado una matriz polimérica estructurada que es Unica y superior a la que se forma
como resultado de los mismos dos 0 mas mecanismos de acervacion llevados a cabo por separado o de forma
secuencial. Aunque no se pueden discutir todas las combinaciones posibles de mecanismos y/o polimeros en la
presente memoria, se piensa que el proceso de acervacion multiple simultaneo descrito en la presente memoria
aplica a una amplia gama de mecanismos de acervacion y combinaciones poliméricas.

Si se desea, se puede afadir una o mas sustancias de relleno opcionales a una o mas de las disoluciones
poliméricas. Las sustancias de relleno se deberian seleccionar para que no interfieran sustancialmente con la
formacion de estructuras de la matriz polimérica pretendida. Se pueden afadir las sustancias de relleno en una
cantidad de aproximadamente 0 a aproximadamente 70 por ciento, basado en la matriz final. Las sustancias de
relleno de la presente memoria se definen como ingredientes comestibles que son sustancialmente inertes o
ingredientes alimentarios que son no reactivos y que actian funcionalmente como espaciador estructural. La
sustancia de relleno esta seleccionada entre, pero sin limitarse a, almidén natural o modificado, maltodextrina,
derivados de cereales o de almidén (por ejemplo, jarabe de maiz, sélidos, salvado de arroz), alfa celulosa, celulosa
microcristalina, fibra, proteina desnaturalizada (por ejemplo, lactoalbimina, solido de suero de mantequilla y
similares), gomas neutras (por ejemplo, goma de algarrobillo, gomar guar y similares), lipidos y sus mezclas. Las
sustancias de relleno inertes se usan en la presente memoria principalmente para modificar la estructura ultima de la
matriz formada por medio de un proceso de acervacion multiple simultaneo. Por ejemplo, el solido de suero de
mantequilla, una proteina de mantequilla de membrana de leche desnaturalizada y no reactiva, no contribuye
sustancialmente a la textura durante la formacién de estructura de la matriz de un producto alimentario terminado
(por ejemplo, queso cremoso), pero se puede incorporar a una estructura de matriz co-polimérica, o puede quedar
estructuralmente atrapada en ella, de otros dos polimeros formados usando el método simultaneo descrito en la
presente memoria. Los beneficios practicos de incorporar sustancias de relleno pueden variar e incluir, pero sin
limitarse a, mayor rendimiento/volumen, mayor capacidad de retencion de agua, menor densidad, menor
firmeza/tenacidad, y mejor sensacion en boca de la matriz polimérica final o del producto alimentario final que
contiene la matriz polimérica.

Si se desea, se pueden afadir ingredientes opcionales, tales como un emulsionante, sal, edulcorante, acidulante,
colorante, aromatizante, estabilizador y similares, en cualquiera o en ambas de las al menos dos disoluciones
poliméricas en una cantidad total de aproximadamente 0 a aproximadamente 10 por ciento, para no interferir
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sustancialmente con la formacién de estructura de la matriz polimérica deseada. Los aromatizantes incluye, por
ejemplo, aroma de mantequilla, aroma de leche, aroma de queso, aroma de carne, condimentos, hierbas y purés o
polvos de fruta o verdura. También se pueden usar colorantes tales como, por ejemplo, B-caroteno, anato, colorante
alimentario artificial y similares. Los estabilizadores apropiados incluyen, pero sin limitarse a, antioxidantes,
antimicrobianos y similares. Estos ingredientes opcionales se deberian seleccionar de manera que no interfieran
sustancialmente con, o afecten, a la formacion de la matriz polimérica estructurada de manera negativa, pero
pueden estar seleccionados para que interfieran de manera beneficiosa.

La matriz polimérica estructurada producida por medio de los métodos simultaneos descritos en la presente memoria
se puede usar directamente en un producto alimentario o se puede recuperar a partir de la mezcla de reacciéon
usando cualquiera método apropiado, tal como por medio de centrifugacion, filtracion, o similar, y posteriormente se
puede usar en un producto alimentario, si se desea. La matriz polimérica estructurada producida por medio de los
métodos simultaneos descritos en la presente memoria se puede usar en la producciéon de queso, tal como queso
cremoso, queso natural, productos de tipo queso, productos de carne o analogos, productios de soja (tal como
productos de soja texturizados), salsas, alifios, postres, dulces, rellenos de reposteria o similares.

Los siguientes ejemplos describen e ilustran los procesos y productos de la invencion. Se pretende que estos
ejemplos sean simplemente ilustrativos de la presente invencion, y no limitantes de la misma en cuanto a alcance o
espiritu. Los expertos en la técnica comprenderan facilmente que se pueden usar variaciones de los materiales,
condiciones, y procesos descritos en estos ejemplos. Todas las referencias citadas en la presente memoria se
incorporan por referencia en su totalidad. A menos que se cite lo contrario, todos los porcentajes estan en peso de la
composicion citada.

Ejemplos
Ejemplo 1

Este ejemplo demuestra la importancia de llevar a cabo reacciones de acervacion simultaneas (de la invencion)
frente a varias reacciones de control en las que se lleva a cabo una reaccién de acervacién en cada momento. Se
prepararon dos disoluciones. La Disolucién A incluyé 3 por ciento de fraccion aislada de proteina de suero lacteo
(Bipro de Davisco Foods International, Inc., Le Sueur, MN) en agua desionizada y se ajusté el pH hasta 3,45 con HCI
5N. La Disolucion B incluyé 0,3 por ciento de carragenina pre-disuelta (Gelcarin GP 911 de FMC Corp., Philadelphia,
PA) en agua desionizada y se ajusto el pH hasta 11,55 con NaOH 5N. Se llevaron a cabo cuatro experimentos para
demostrar la importancia de las reacciones de acervacion simultaneas.

Control A: Se mezclaron cantidades iguales de la disolucion A y de la disoluciéon B a temperatura ambiente y se dejo
reaccionar durante al menos 10 minutos. El Control A demuestra la coacervacion tipica de carragenina y proteina de
suero lacteo.

Control B: Se mezclaron cantidades iguales de la disolucion A y de la disoluciéon B a temperatura ambiente y se dejo
reaccionar durante al menos 10 minutos y posteriormente se calenté hasta 82,2 °C (180 °F) para reticular
térmicamente la proteina de suero lacteo. Tras la coacervacién, el pH de la mezcla permite la reticulacion.
Posteriormente se deja enfriar la mezcla en condiciones ambientales en un recipiente de vidrio sellado. El Control B
demostré coacervacion de carragenina y proteina de suero lacteo y reticulacion térmica de la proteina de suero
lacteo formada de manera secuencial.

Control C: Se calentaron por separado cantidades iguales de la disolucion A y de la disolucion B hasta 82,2 °C (180
°F) y se dejo enfriar en condiciones ambientales en un recipiente de vidrio sellado. Debido al pH de las disoluciones,
tuvo lugar escasa o nula reticulacion (es decir, 30 por ciento o menos). Tras enfriar hasta temperatura ambiente, se
mezclaron las disoluciones A y B y se dejo reaccionar durante al menos 10 minutos. El Control C demostré una
variacion diferente de coacervacién con una pequefia cantidad de reticulacion llevada a cabo de forma secuencial.

Invencion: Se calentaron por separado cantidades iguales de disoluciones A y B hasta 82,2 °C (180 °F).
Inmediatamente después de alcanzar la temperatura objetivo, se mezclaron las disoluciones Ay B y se dejo enfriar
en condiciones ambientales en un recipiente de vidrio cerrado. Este proceso tuvo como resultado la coacervacion y
la reticulacion térmica simultaneas.

Se midié la cantidad de requeson generada en cada experimento por medio de filtracion. Se hizo pasar cada
muestra de los experimentos descritos anteriormente a través de una manga US50 y se midi6 la masa retenida en la
parte superior de la manga. La Tabla 1 siguiente proporciona los resultados.

Tabla 1. Efecto del diferente control y tratamiento experimental sobre la formacién de requeson

Control A Control B Control C Invencion

% de Requeson 8,1 % 12,9 % 9,0 % 279 %

11




10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2451508 T3

La muestra de la invencion procedente de la reaccion simultanea de la invencién tuvo significativamente mas
requeson que el que se formoé por medio de la coacervacion individual (control A) o la coacervacion y la reticulacion
térmica en forma secuencial (control B y control C).

Ejemplo 2

Para demostrar de manera adicional la importancia de las reacciones simultaneas, se llevé a cabo otro conjunto de
experimentos a varias temperaturas de reaccion. Se calentaron cuatro disoluciones separadas de cada disolucién A
y B preparadas como se ha descrito en el Ejemplo 1, hasta 54,4, 65,6, 76,7 y 82, 2 °C (130 °F, 150 °F, 170 °F y 180
°F), respectivamente. Inmediatamente después del calentamiento hasta la temperatura objetivo, se mezclaron
cantidades iguales de la disolucion A y la disolucién B a la misma temperatura (es decir, se mezcl6 la disolucion A a
54,4 °C (130 °F) con la disolucion B a 54,4 °C (130 °F), se mezcld la disolucion A a 65,6 °C (150°F) con la disolucion
B a 65,6 °C (150 °F) y asi sucesivamente). Posteriormente, se dejé enfriar cada mezcla en condiciones ambientales
en un recipiente de vidrio sellado. Se midi6 la cantidad de requesén generada por medio de filtracién, como se ha
descrito anteriormente, y la Tabla 2 siguiente muestra los resultados.

Tabla 2. Efecto de la temperatura de reaccion sobre la formacion de requesén

Temperatura de Reaccion

54,4 °C (130 °F) 65,6 °C (150 °F) 76,7 °C (170 °F) 82,2 °C (180 °F)

% de Requeson 9,4 % 9,6 % 21,1 % 27,9 %

Las disoluciones a 54,4 °C (130 °F) y 65,6 °C (150 °F) formaron cantidades significativamente menores de requeson
en comparacion con las disoluciones mezcladas a 76,7 °C (170 °F) y 82,2 °C (180 °F). Se piensa que esto es debido
a que la reticulacion térmica minima de la proteina de suero lacteo tiene lugar a 65,6 °C (150 °F) y por debajo de
esta temperatura. Las muestras preparadas con disoluciones a 76,7 °C (170 °F) y con disoluciones a 82,2 °C (180
°F) demuestran ambas las reacciones simultaneas de coacervacion y reticulacion térmica. Se piensa que las
muestras preparadas con disoluciones a 54,4 °C (130 °F) y 65,6 °C (150 °F) demuestran reaccion de coacervacion
de forma mayoritaria. Este experimento ademas demuestra la unicidad de tener reacciones multiples de forma
simultanea.

Ejemplo 3

Método de Uso de Dos Mecanismos de Acervacion Llevados a Cabo en Serie con Polimeros Diferentes.
Reticulacion térmica y coacervacion entre fraccion aislada de proteina de suero lacteo (WPI) y concentrado de
proteina de leche (MPC): Se prepararon disoluciones de WPI acida (pH = 3,45) y MPC basico (Nutrilac 7318, Arla
Foods Ingredients, NJ) mezclando polvo de proteina de 10 por ciento en agua desionizada y ajustando el pH de la
disolucion hasta un valor de 3,45y 8,0 usando HCI y NaOH de calidad alimentaria, respectivamente. Se calentaron
las dos disoluciones de proteinas en un horno microondas hasta una temperatura de aproximadamente 90 °C.
Ambas disoluciones calientes conservaron un aspecto transparente, lo que indica que es improbable que se alterara
significativamente la microestructura de las proteinas. Se mezclaron las dos disoluciones calientes de manera
inmediata (es decir, en aproximadamente 60 segundos) después de alcanzar 90 °C con una proporcion de 1:1.

Este experimento demuestra que se llevaron a cabo dos mecanismos de acervacion de forma simultanea
(rerticulacion térmica de la proteina de suero lacteo y coacervacion entre las dos proteinas diferentes) para formar
un requeson cohesivo, suave y blando que se parecio al requeson de queso fresco y normal en cuanto a textura y
aspecto. Coadyuvada por medio de co-acervacion entre las dos moléculas de proteina con carga opuesta y
diferente, se hizo posible la reticulacién térmica de la proteina de suero lacteo al pH local.

Ejemplo 4

Este ejemplo ilustra los efectos diferentes de llevar a cabo dos mecanismos de acervacion en serie frente a llevar a
cabo los mismos dos mecanismos de acervacion de forma simultanea.

Ejemplo de la invencién: Este experimento ilustra una realizacion de la invencion en la que se llevaron a cabo dos
mecanismos de acervacion (reticulacion térmica de proteina de suero lacteo y co-acervacion entre una proteina con
carga positiva y un polisacarido con carga negativa) de forma simultanea para formar un requeson cohesivo suave y
blando. Se preparé una disolucién acida de fraccion aislada de proteina de suero lacteo mezclando fraccién aislada
de proteina de suero lacteo de 10 % con agua desionizada y ajustando el pH a 3,45 usando HCI de calidad
alimentaria. Se preparé una disolucion basica de xantan por medio de mezcla de xantan de 0,5 % (Keltrol 519 de CP
Kelco) en agua desionizada y ajustando el pH hasta 11,6 usando NaOH de calidad alimentaria.

Se calentaron las dos disoluciones poliméricas con carga opuesta en un horno microondas hasta una temperatura
de aproximadamente 90 °C. Se afiadid6 NaOH 5N adicional a la disolucidon de xantan basica en una cantidad eficaz

12




10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2451508 T3

para proporcionar un pH de aproximadamente 5,5 tras la mezcla con la disolucion acida de proteina de suero lacteo.
Ambas disoluciones calientes permanecieron transparentes en cuanto aspecto, indicando de este modo que no se
alterdé significativamente la microestructura de los polimeros por medio del tratamiento térmico. Se mezclaron
inmediatamente las dos disoluciones poliméricas calientes tras el tratamiento térmico con una proporcién de
disolucién de fraccion aislada de proteina de suero lacteo con respecto a disolucién de xantan de 2,5:1. La mezcla
formé un cuerpo de requesén completo que tenia un pH de aproximadamente 5,7.

Ejemplo Comparativo: Se prepard una disolucion acida (pH 3,45) de fraccion aislada de proteina de suero lacteo y
una disolucién basica de xantan (pH 11,6) como se ha descrito anteriormente. Se mezclaron las disoluciones con
carga opuesta a temperatura ambiente sin tratamiento térmico previo. La mezcla resultante formé una dispersion
lechosa de fluidez relativamente elevada (presumiblemente por medio de coacervacion) pero no se formé requeson
tras mantener a temperatura ambiente durante aproximadamente 20 minutos. Se sometié esta mezcla de manera
adicional a tratamiento térmico a 90 °C durante 2 minutos y de nuevo se produjo el fallo en cuanto a la formacion de
requeson cohesivo. Se dejo enfriar la mezcla hasta temperatura ambiente y no se formé requeson trascurridas 24
horas de almacenamiento a temperatura de refrigeracion. Sin pretender quedar ligado a teoria alguna, se piensa que
la coacervacion de la proteina de suero lacteo con una cantidad significativa de xantan impidié la capacidad de
reticulacién de la proteina de suero lacteo.

Los resultados de este experimento indican que los mecanismos de acervaciéon simultaneos son eficaces para una
amplia gama de polimeros.

Ejemplo 5

Este ejemplo ilustra como el hecho de llevar a cabo mecanismos de acervacion multiples de forma simultanea
(reticulacion ionica y precipitacion isoeléctrica) tiene como resultado una matriz estructurada muy diferente del
producto de un mecanismo de acervacion individual (precipitacion isoeléctrica) que usa alginato y concentrado de
proteina de leche como polimeros.

Ejemplo de la invencién. Se prepard una disolucion acida de alginato por medio de mezcla de agua desionizada con
alginato de 1 % (Kimica Corp., Japon) y ajustando el pH hasta 3,0 usando HCI de calidad alimentaria. Se preparé
una disolucién de concentrado de proteina de leche basico afiadiendo una pocas gotas de disolucion de CaCl; 0,1 M
a concentrado de proteina de leche de 10 % (Nutrilac de Arla Foods) en agua desionizada, seguido de ajuste de pH
hasta 8,2 usando NaOH de calidad alimentaria. Se mezclaron las dos disoluciones con una proporciéon de 3:1 de
disolucién de alginato con respecto a disolucién concentrada de proteina de leche a temperatura ambiente, sin
ningun tratamiento térmico para proporcionar un pH final de 4,8. Los valores de pH de punto isoeléctrico de
caseinato y proteina de suero lacteo son de aproximadamente 4,6 y 5,1, respectivamente, y tanto caseinato como la
proteina de suero lacteo se vuelven insolubles en gran medida a pH 4,8. El CaCl, provocé la reticulacion idnica de
caseinato tras la mezcla al tiempo que tenia lugar de forma simultanea la precipitacion isoeléctrica de las proteinas
de la leche. La mezcla resultante presentd una textura de tipo requesén con clara evidencia de sinéresis (separacion
de suero lacteo).

Ejemplo Comparativo. Se prepararon una disolucion acida de alginato y una disoluciéon basica de concentrado de
proteina de leche como se ha mostrado anteriormente, exceptuando que no se afadié CaCl; a la disolucién basica
de proteina de leche. Se mezclaron las dos disoluciones con una proporcién de 3:1 de disoluciéon de alginato con
respecto a concentrado de proteina de leche a temperatura ambiente sin ningun tratamiento térmico para
proporcionar la precipitacion isoeléctrica de las proteinas de la leche. No tuvo lugar reticulacion iénica. El alginato no
es un polimero anfétero y no tiene carga a un valor de pH 3,0. Por tanto, se piensa que la coacervacion entre las
proteinas de la leche y alginato es improbable. La mezcla resultante fue opaca y fluida sin formacion de requeson.

Este ejemplo ademas demuestra que el proceso de la invencion es generalmente aplicable a combinaciones de
mecanismos de acervacion no térmicos.

Ejemplo 6

Queso con Proteina de Suero Lacteo de 100 %. De hecho muchos quesos comunmente denominados como
"quesos de suero lacteo", tales como el queso de Ricotta, se fabrican comunmente a partir de caseina (> 75 % en
forma de leche entera) complementada simplemente con suero de queso para permitir la formacion de requeson-
escamas a temperatura elevada (en lugar de usar cuajo). Este ejemplo demuestra que se puede llevar a cabo el uso
simultaneo de tres mecanismos de acervacion para preparar un queso duro con proteina de suero lacteo de 100 %
(carente de caseina).

En primer lugar se prepar6 una fraccion aislada de proteina de suero lacteo de diez por ciento (BiPro de Davisco
Foods International, Inc., La Sueur, MN), se dividi6 y se ajustd el pH para proporcionar disoluciones acidas (pH 3,5)
y basicas (pH, 8,5) de fraccion aislada de proteina de suero lacteo, respectivamente. Basandose en el contenido de
proteina, se afadieron cantidades iguales de grasa de leche anhidra (AMF) a las disoluciones de fraccion aislada de
proteina de suero lacteo y se homogeneizé en un mezclador de laboratorio a aproximadamente 62,8 °C (145 °F)
para formar disoluciones de fraccién aislada de proteina de suero lacteo. Se calentaron las emulsiones de fraccion
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aislada de proteina de suero lacteo resultantes en un horno microondas a una temperatura de aproximadamente
87,8 °C 2 98,9 °C (de 190 a 210 °F). Se mezclaron intensamente las dos emulsiones de fraccion aislada de proteina
de suero lacteo calientes (con una espatula durante 10 segundos) en un recipiente. Trascurridos aproximadamente
10 minutos de tiempo de residencia, se vertié la mezcla en un tamiz con tela para queso para separar el requeson
(aproximadamente 64 por ciento) del suero lacteo (aproximadamente 36 por ciento). Posteriormente se sal6 el
requeson con sal de mesa de 2,5 por ciento (basado en el peso de requesén) y se envasé/prensé en un molde
durante 2 horas para formar un queso en bloque. Tras refrigeracion durante 12 horas, se evalud el queso de suero
lacteo de 100 % resultante por parte de un pequefio panel de expertos y se determind que tenia un aroma, sabor,
textura y aspecto aceptables, similares a los del queso Mejicano fresco que no contiene caseina. En este ejemplo,
se piensa que las moléculas de proteina de suero lacteo experimentan de forma simultanea co-acervacion,
precipitacion isoeléctrica y reticulacion térmica.

Ejemplo 7

Queso Cremoso con Firmeza Mejorada. Se preparé un complejo de queso de tipo requesén usando reacciones
coacervacion multiple simultaneas de acuerdo con la férmula y procedimiento siguientes y posteriormente se evalué
en un modelo de queso cremoso de bajo contenido en grasa.

Se prepar6 la Disolucion "A1" mezclando una fracciéon aislada de proteina de 7 por ciento (Bipro) en agua
desionizada y se ajusté a un pH de 3,5 usando 88 % de acido lactico. Posteriormente, se calentd la Disolucion A1 en
un horno microondas hasta 73,9 °C (165 °F) seguido de enfriamiento inmediato hasta temperatura ambiente. Se
prepard la Disolucion "A2" mezclando fraccion aislada de proteina de suero lacteo de 7 % (Bipro) en agua
desionizada y se ajusté a un pH de 3,5 usando acido lactico de 88 % y posteriormente se calenté hasta 90,6 °C (195
°F) en un horno microondas. Se mantuvo la Disolucién A2 a 87,8 °C a 90,6 °C (de 190 a aproximadamente 195 °F)
para mantener la disolucion caliente pero sin hervir durante 20 minutos antes del enfriamiento por debajo de
temperatura ambiente. Se preparé la Disolucion "B1" mezclando sdlidos de suero de mantequilla (25 %) y
carboximetilcelulosa (0,16 %) en leche entera y se ajust6 el pH hasta pH 8,5 usando NaOH 6N. Se prepar6 la
disolucion "B2" por medio de mezcla de solidos de suero de mantequilla (25 %) y carragenina (0,16 %) en leche
entera y se ajusto el pH hasta pH 8,5 usando NaOH 6N.

Posteriormente, se mezclaron las disoluciones A1 y A2 con una proporcion de 43,7 a 8,3, respectivamente, para
formar una mezcla de disolucién A, como se muestra en la Tabla 3 siguiente. Por separado, se mezclaron las
disoluciones B1 y B2 con una proporcion de 33,3 a 16,7, respectivamente, para formar una mezcla de disolucién B.
Se calentaron por separado una parte de la mezcla de disolucion A y una parte de la mezcla de disolucién B hasta
87,8 °C (190 °F). Se afiadi6 acido lactico de 88 % adicional a la mezcla caliente de las disoluciones A hasta un pH
final objetivo del complejo de 5,1. Se mezcld intensamente la mezcla de disolucién B caliente con la mezcla de
disolucion A caliente en un Thermomix para formar un complejo. Se dejé enfriar el complejo hasta temperatura
ambiente y se almaceno en un frigorifico antes de su uso para la preparacion de queso cremoso. Se obtuvo un
complejo de queso cremoso suave de tipo requeson.

Tabla 3
Disoluciéon A1 Disolucion A2 Disolucién B1 Disoluciéon B2
Proporciéon
43,7 8,3 33,3 16,7
Cantidad Proteina Carragenina + CMC
Composicion del Complejo
% % %
Mezcla de Disolucion A 50 3,325 0
Mezcla de Disolucion B 50 5,875 0,08
Total 100 9,20 0,08

Posteriormente, se us6 el complejo de queso cremoso de tipo requeson para preparar un producto de queso
cremoso de acuerdo con la Tabla 4 siguiente. Se prepard requesén UF sometiendo a cultivo y fermentacion una
mezcla de leche y nata y posteriormente usando ultrafiltracion para separar el requeson del suero lacteo. Se
mezclaron requeson UF, un complejo de tipo requesoén, nata y suero de mantequilla de acuerdo con la receta de la
Tabla 4 usando un mezclador Lightning (Grafton, Wisconsin). Se ajusté el pH a 4,9 con una pequefa cantidad de
acido lactico de 44 %. Posteriormente, se calentd la mezcla hasta 60 °C (140 °F) en un mezclador Thermomix. Se
homogenizé la mezcla a 5000/500 psi usando un homogeneizador de dos etapas. Se afiadieron los ingredientes
restantes y se calentd la mezcla a 85 °C (185 °F) en el Thermomix. Se mantuvo la temperatura en 85 °C (185 °F)
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durante al menos 30 minutos. Posteriormente, se homogeneizd a 5000/500 psi y se recogieron las muestras en
tubos de plasticos de 8 onzas (226,8 g). A continuacion, se enfriaron los tubos y se almacenaron en el frigorifico.

Se prepar6 un producto de queso cremoso de control (sin el complejo de tipo requesén) como se ha descrito
anteriormente de acuerdo con la receta de la Tabla 4.

Tabla 4
Férmula de Queso Cremoso Invencion Control
con complejq detipo | sin complejolde tipo
requeson requeson
% %
Complejo de tipo requeson 50,44 0
Requeson UF 30 30
Nata 14,55 13,58
Agua 0 25,32
Leche entera 0 19,27
Suero de mantequilla 3,18 8,11
BiPro 0 1,79
Acido lactico de 44 % (gm) 0,4 0,4
Carragenina 0,4 0,43
Xantan 0,25 0,25
CMC 0 0,03
Sal 0,73 0,77
Acido ascoérbico 0,05 0,05
Total 100 100

Los productos resultantes de queso cremoso de control y de la invenciéon presentaron un contenido de humedad,

grasa, proteinas, lactosa, sal y caseina/suero lacteo como se indica en la Tabla 5 siguiente.

Tabla 5
Composicion de Queso Cremoso Invencion Control
con complejq detipo | sin complejolde tipo
requeson requeson
% %
Humedad 72,67 72,76
Grasa 10 10
Proteina 8 8
Lactosa 6,52 6,46
Sal 0,81 0,80
Caseina/Suero lacteo 63/37 62/38
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Limite Elastico (Pa) 3580 2928

La muestra de queso cremoso preparada con el complejo de tipo requeson de la invencion fue mas de 20 % mas
firme, basandose en el limite elastico, aunque el control presenté un contenido de humedad, grasa, proteina, lactosa
y sal muy similar. Un panel de expertos en percepcion sensorial verificd las diferencias entre las dos muestras de
queso cremoso. Ademas, la mayoria de los integrantes del panel indicaron que la muestra de la invencion era igual o
ligeramente mas cremosa que el control a pesar de su firmeza mas elevada, que se sabe hace disminuir la
cremosidad percibida.

De manera ventajosa, el contenido de grasa y proteinas es menor que el que normalmente se encuentra en los
quesos cremosos suaves "ligeros” (es decir, por debajo de 3,4 g de grasa por cada pedazo de 1 onza (28,35 g)).
Este ejemplo demuestra que se puede usar el complejo de tipo requeson de la invencion para proporcionar un
aroma de queso cremoso sin necesidad de aromas sometidos a cultivo. Este ejemplo demuestra ademas que el
complejo de tipo requeson de la invencion es un aglutinante de textura excelente en los sistemas de queso cremoso.

Ejemplo 8

Complejo de Tipo Requesén como Aglutinante de Textura y Mimético de Grasa en Queso Cremoso de Bajo
Contenido en Grasa

Parte I: Se preparé un complejo de tipo requesén de acuerdo con la formula y procedimiento siguientes. Se preparé
la Disolucion A disolviendo fraccion aislada de proteina de suero lacteo de 7 % (Provon 90 de Glanbia Nutritionalis)
en agua desionizada y acidificando hasta pH 3,5 usando acido lactico de 88 %. Se preparé la Disolucion B
disolviendo carragenina de 0,16 % y solidos de suero de mantequilla de 25 % (3,62 % de humedad, 96,38 % de
“solidos, 7,03 % de grasa, 33 % de proteina, 50 % de lactosa, 8 % de ceniza) en leche entera (87,4 % de humedad,
3,7 % de grasa, 3,5 % de proteina, 4,9 % de lactosa, 0,7 % de ceniza) y ajustando el pH hasta pH 8,5 con NaOH 6N.
Se afiadio acido lactico adicional de 88 % a la Disolucién A segun fue necesario para obtener un complejo final con
un pH de 5,1.

Se calent6 la Disolucion A en un Thermomix (Vorwerk USA Co., Longwood, FL) y se mantuvo a 82,2 °C (180 °F).
Por separado, se calenté la Disolucion B a 76,7-82,2 °C (170-180 °F). Se afadi6é la disolucion B caliente al
Thermomix y se mantuvo a 82,2 °C (180 °F) durante varios minutos con agitacion intensa para formar un complejo
con una composicion de acuerdo con la Tabla 6. El complejo formado de este modo fue una masa de queso
cremoso suave de tipo requeson. Se dejé enfriar el complejo hasta temperatura ambiente y se almacend en el
frigorifico antes de su uso para la preparacion de queso cremoso.

Tabla 6
Composicion de Complejo Cantidad Proteina Carragenina
% % %
Disoluciéon A 50 3,15 0
Disolucién B 50 5,88 0,16
Total 100 9,03 0,08

La masa de tipo requesén comprendio 78,3 % de humedad, 21,7 % de solidos, 2,75 % de grasa, 9,03 % de proteina
(con una proporcion de caseina/suero lacteo de 52/48), 8,73 % de lactosa y 1,35 % de escoria.

Parte |l: Se prepararon tres lotes de queso cremoso suave ligero de acuerdo con las recetas que se proporcionan en
la Tabla 7 siguiente. Se preparé requesén UF sometiendo a cultivo y fermentacion una mezcla de leche y nata y
posteriormente concentrando o retirando el exceso de agua por medio de ultrafiltracion. Se combinaron el requesoén
UF, el complejo SMAR preparado como anteriormente, suero de mantequilla y fraccion aislada de proteina de suero
lacteo (Bipro 95 de Danisco Food International) en un vaso de precipitados y se mezclé usando un mezclador
Lighting (Grafton, Wisconsin). Se vari6 la cantidad de nata usada en cada muestra con el fin de ajustar el contenido
total de grasa en el queso cremoso terminado ya que la grasa de mantequilla (principalmente procedente de nata) es
un componente muy funcional del queso cremoso. Se ajusto el pH de cada mezcla a un valor de pH 4,9 con acido
lactico de 44 % y se calentd en un mezclador Thermomix a 60 ° C (140 °F). Se comprobd el contenido de humedad y
posteriormente se ajustd segun fue necesario hasta un valor objetivo de aproximadamente 71 %. Posteriormente, se
homogeneiz6é cada mezcla a 5000/500 psi y se afadieron a continuacion los ingredientes restantes. Después se
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calenté cada mezcla en un mezclador Thermomix a 82,2 °C (180 °F) y se mantuvo durante al menos 15 minutos al
tiempo que se cubrié para minimizar la pérdida de agua. Posteriormente, se homogeneizaron las mezclas de nuevo
a 5000/500 psi y se recogieron en tubos de plastico de 8 onzas (226,8 g). Se enfriaron los tubos y se almacenaron
en el frigorifico.

Tabla 7
Composicion de Complejo Muestra 1 Muestra 2 Muestra 3
% % %
Requeson UF 75,585 52,01 40,22
Complejo SMAR 10 30 40
Nata 7,92 13,13 15,75
Bipro 95 1,03 1,21 1,3
Suero de mantequilla 3,89 2,05 1,12
Acido lactico de 44 % 0,4 0,4 0,4
Carragenina GP911 0,3 0,3 0,3
Goma xantan 0,15 0,15 0,15
Sal 0,675 0,7 0,71
Acido sorbico 0,05 0,05 0,05
Total 100 100 100
Limite Elastico (Pa) 1733 1773 2427
Composicion de Queso Cremoso % % %
Humedad 71,50 71,50 71,50
Grasa 12,00 12,00 12,00
Proteina 8 8 8
Lactosa 5,87 6,03 6,12
Sal 0,80 0,80% 0,80
Proporciéon de caseina/suero lacteo 66/34 58/42 54/46

Se descubrié que las muestras de queso cremoso suave ligero con composicion global idéntica (por ejemplo,
contenido de grasa) y con nivel creciente de sustitucion de requeson de queso por complejo SMAR fueron mas
firmes y generalmente mas cremosas. Se identifico la muestra 2 por parte de un panel de expertos en percepcion
sensorial como la mas cremosa de las tres muestras. Aunque considerada muy cremosa, la cremosidad
relativamente baja de la Muestra 3 (que tenia el nivel mas elevado de sustitucion de requeson) se puede explicar en
parte por la firmeza significativamente mas elevada (hasta 37 %) de la Muestra 3. Se concluy6 que el complejo
SMAR es un aglutinante de textura/firmeza excelente al tiempo que mantiene un elevado grado de cremosidad en
productos de queso cremoso de bajo contenido de proteina, bajo contenido de grasa y elevado contenido de
humedad.

Ejemplo 9

Fibra de Proteina de Carne. Se mezclé pavo separado mecanicamente ("MST") con agua acida (pH 3,0) o agua
basica (pH 11) con una proporcion de 1 parte de MST y 4 partes de agua con pH ajustado para extraer la proteina
de la carne con maxima solubilizacion de proteinas y minima desnaturalizacion. Se afiadieron periddicamente HCI o
NaOH segun fue necesario para mantener el pH inicial para una eficacia de extraccién maxima durante un periodo
de aproximadamente 20 minutos. Posteriormente, se centrifugd cada mezcla con pH ajustado a 3.000 rpm durante
30 minutos y se retiraron tanto la grasa como el precipitado para obtener disoluciones acidas y basicas ricas en
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proteinas. Posteriormente, se mezclaron las disoluciones acidas y basicas ricas en proteinas con una proporcion de
1:1 y se ajustd el pH para formar una mezcla con un pH final equilibrado de aproximadamente 5,5 en el que se
precipitd isoeléctricamente la proteina procedente de ambas disoluciones para dar lugar a un polvo fino y sin
estructura capturado sobre un tamiz.

Se repitié el mismo experimento exceptuando que en primer lugar se calentaron las disoluciones de proteinas tanto
acida como basica hasta 87,8 ° C (190 °F) durante 30 minutos antes de mezclar a 87,8 ° C (190 °F). Tras la mezcla,
tuvieron lugar de forma simultanea la precipitacion isoeléctrica y la reticulacion térmica para producir una masa de
proteina insoluble que tenia un estructura fibrosa, basta e inesperadamente grande.

Ejemplo 10

Pavo Molido con Capacidad Mejorada de Retencion de Agua. Este ejemplo demuestra el uso de reacciones de
acervacion simultaneas para generar carne de pavo re-estructurada de elevado contenido de humedad y elevado
volumen. Se prepard una emulsion de pavo molido ("emulsion A") mezclando una parte de pavo fino molido con dos
partes de agua desionizada. Se dividié una parte de la emulsidon en emulsiones A1 y A2. Se ajustdé una parte de la
emulsion de pavo A1 a un pH de 3,0 con HCI 5N. Se ajustd una parte de la emulsiéon A2 a un pH de 11,0 con NaOH
5N. Se llevaron a cabo tres conjuntos de experimentos para demostrar la importancia de las reacciones simultaneas.

En el primer experimento (a continuacion "control 1"), se calentd la emulsién A hasta 82,2 °C (180 °F) durante 2
minutos. El control 1 demostré la desnaturalizacion térmica convencional de una emulsién de pavo.

En el segundo experimento (a continuacion "control 2") se mezclaron cantidades iguales de emulsién A1y emulsion
A2 a temperatura ambiente y se calentaron posteriormente a 82,2 °C (180 °F) durante 2 minutos. El control 2
demostré coacervacion y desnaturalizacion térmica de la proteina de pavo llevada a cabo de forma secuencial.

En el tercer experimento (a continuacion "de la invencion"), se calentaron cantidades iguales de emulsion A1y
emulsion A2 por separado hasta 82,2 °C (180 °F) y posteriormente se mezclaron y se mantuvo durante 2 minutos.
Este experimento demuestra dos reacciones - coacervacion y desnaturalizacion térmica - llevadas a cabo de forma
simultanea.

Todos los experimentos tuvieron como resultado un pH final de 6,37 +0,07. Posteriormente, se midi6é el porcentaje
en peso de carne retenida en la parte superior de un tamiz US18. Los resultados se muestran en la Tabla 8. La
muestra preparada a partir de reacciones simultaneas de la invencién tuvo un peso capturado mucho mas elevado
en comparacion con las preparadas a partir de desnaturalizacion térmica (control 1) y coacervacion y
desnaturalizacion térmica llevadas a cabo de forma secuencial (control 2). Como se muestra en la Tabla 8 siguiente,
los porcentajes de peso capturado para control 1, control 2, y muestra de la invencion fueron de 41,1 %, 36,4 % y
50,1 %, respectivamente. La muestra de la invencién mostré un 18 % de mejora con respecto al control 1 y
aproximadamente 27 % de mejora con respecto al control 2.

Tabla 8
Control 1 Control 2 Invencién
Unicamente Coacervacion y Coacervacion y
desnaturalizacion Desnaturalizacion Desnaturalizacion
térmica Térmica de Forma Térmica
Secuencial Simultaneas
% de peso capturado* 411 36,4 50,1

* porcentaje de peso de carne retenida en la parte superior del tamiz.

Tras la consideracion de la siguiente descripcion detallada, cabe esperar numerosas modificaciones y variaciones de
la practica de los procesos descritos en la presente memoria por parte de los expertos en la técnica. Por
consiguiente, se pretende que dichas modificaciones y variaciones queden englobadas dentro del alcance de las
siguientes reivindicaciones.

18



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2451508 T3

REIVINDICACIONES
1.- Un método para producir una matriz polimérica estructurada, comprendiendo el método:

a-1) preparar el menos una disolucién acuosa que contiene uno o mas polimeros alimentarios, en el que uno
0 mas polimeros alimentarios son capaces de experimentar al menos dos mecanismos de acervacion, y en el que
las condiciones son tales que no se activen al menos dos mecanismos de acervacion antes de una etapa de
activacion;

a-2) tratar al menos una disolucién acuosa que contiene uno o mas polimeros alimentarios para activar al
menos dos mecanismos de acervacion de forma simultanea; y

a-3) permitir que al menos dos mecanismos de acervacion activados trascurran hasta que se obtenga la
matriz polimérica estructurada,

o

b-1) preparar dos o mas disoluciones poliméricas acuosas, comprendiendo cada disolucién uno o mas
polimeros comestibles, en el que uno o mas polimeros comestibles de cada disolucién son capaces de experimentar
al menos un mecanismo de acervacion, y en el que las condiciones de cada disolucion son tales que no se active al
menos un mecanismo de acervacion en cada disolucion; y

b-2) combinar las dos o mas disoluciones poliméricas acuosas para proporcionar condiciones en las cuales
dos 0 mas mecanismos de acervacion ocurran de forma simultanea,

o

c-1) preparar una disolucion acuosa cargada positivamente que tiene un pH de aproximadamente 2 a
aproximadamente 5 y una temperatura de al menos aproximadamente 71,1 °C (160°F), en el que la disolucion
comprende al menos un polimero alimentario capaz de experimentar al menos un mecanismo de acervacion, en el
que las condiciones en la disolucién son tales que no se active al menos un mecanismo de acervacion;

c-2) preparar una segunda disolucion polimérica cargada negativamente que tiene un pH de
aproximadamente 8 a aproximadamente 11 y una temperatura de al menos 71,1 °C (160 °F), en el que la disolucion
comprende al menos un polimero alimentario capaz de experimentar al menos un mecanismo de acervacion, en el
que las condiciones en la disolucién son tales que no se active al menos un mecanismo de acervacion; y

c-3) combinar la dos disoluciones poliméricas calientes para proporcionar las condiciones en las cuales dos o
mas mecanismos de acervacion ocurran de manera simultanea,

o

d-1) preparar una primera disolucidon acuosa que contiene polimero cargada positivamente que tiene un pH
de aproximadamente 2 a aproximadamente 5, en el que la disolucién comprende al menos un polimero alimentario
capaz de experimentar al menos un mecanismo de acervacion, en el que el pH es menor que el pH isoeléctrico del
polimero y las condiciones de la disolucién son tales que no se active al menos un mecanismo de acervacion;

d-2) preparar una segunda disolucion acuosa que contiene polimero cargada negativamente que tiene un pH
de aproximadamente 8 a aproximadamente 11, en el que la disolucién comprende al menos un polimero alimentario
capaz de experimentar al menos un mecanismo de acervacion y las condiciones en la disolucion son tales que no se
active al menos un mecanismo de acervacion;

d-3) calentar la primera disolucion polimérica hasta una temperatura mayor o igual que la temperatura a la
cual el primer polimero formaria reticulaciones a un pH menor que aproximadamente 1 unidad de pH mas bajo que
el punto isoléctrico del primer polimero;

d-4) calentar la segunda disolucion polimérica hasta una temperatura mayor o igual que la temperatura de la
primera disolucion polimérica; y

d-5) combinar las dos disoluciones poliméricas calientes para proporcionar un pH final tras la mezcla de
manera que los mecanismos de coacervacion y reticulacion térmica ocurran de forma simultanea, o

e-1) preparar una primera disolucion acuosa polimérica cargada positivamente que tiene un pH de
aproximadamente 2 a aproximadamente 4, en la que la disolucion comprende al menos un polimero alimentario
capaz de experimentar al menos un mecanismo de acervacion y las condiciones en la disolucion son tales que no se
active al menos un mecanismo de acervacion,

e-2) preparar una segunda disolucion acuosa polimérica cargada negativamente que tiene un pH de
aproximadamente 8 a aproximadamente 10, en la que la disolucién comprende al menos un polimero alimentario
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capaz de experimentar al menos un mecanismo de acervacion y las condiciones en la disolucion son tales que no se
active al menos un mecanismo de acervacion;

e-3) afadir cationes minerales multivalentes a una de las disoluciones poliméricas primera y segunda;

e-4) calentar las disoluciones poliméricas primera y segunda a una temperatura de al menos
aproximadamente 71,1 ° C (160 °F); y

e-5) combinar las dos disoluciones poliméricas calientes para proporcionar un pH final tal que la precipitacion
isoeléctrica ocurra de forma simultanea con la precipitacion iénica.

2.- El método de la reivindicacion 1, en el que al menos una disolucién acuosa preparada en la etapa a-1)
comprende al menos un polimero alimentario seleccionado entre el grupo que consiste en proteinas, polisacaridos y
sus mezclas.

3.- El método de la reivindicacién 1, en el que al menos una disoluciéon acuosa preparada en la etapa a-1)
comprende una proteina alimentaria y un polisacarido aniénico.

4.- El método de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en el que al menos dos mecanismos de acervacion
estan seleccionados entre el grupo que consiste en polimerizacion, reticulacion térmica, coacervacion, formacion
quimica de complejos, precipitacion isoeléctrica, precipitacion idnica, precipitacion con disolvente, formacion de gel y
desnaturalizacion.

5.- El método de la reivindicacién 1, en el que cada una de las dos o mas disoluciones poliméricas preparadas en la
etapa b-1) comprende al menos un polimero alimentario seleccionado entre el grupo que consiste en proteinas,
polisacaridos y sus mezclas.

6.- El método de las reivindicaciones 1 6 5, en el que al menos una de las disoluciones poliméricas preparadas en la
etapa b-1) se prepara usando un ingrediente alimentario entre el grupo que consiste en leche, suero de queso,
huevo y suspension de carne.

7.- El método de una cualquiera de las reivindicaciones 1, 5 6 6, en el que al menos una de las disoluciones
poliméricas preparada en la etapa b-1) comprende una proteina alimentaria y al menos una de las disoluciones
poliméricas comprende un polisacarido aniénico.

8.- El método de la reivindicacion 1, en el cada una de la disoluciones poliméricas primera y segunda preparadas en
las etapas c-1) y c-2) comprende al menos un polimero alimentario seleccionado entre el grupo que consiste en
proteinas y polisacaridos.

9.- Un complejo polimérico estructurado formado por medio de un proceso que comprende:

f-1) preparar al menos una disolucion acuosa que contiene uno o mas polimeros alimentarios, en la que uno o
mas polimeros alimentarios son capaces de experimentar al menos dos mecanismos de acervacion, y en el que las
condiciones son tales que no se activen al menos dos mecanismos de acervacion;

f-2) tratar al menos una disolucion acuosa para activar al menos dos mecanismos de acervacion de forma
simultanea; y

f-3) permitir que al menos dos mecanismos de acervacion activados trascurran hasta que se obtenga la
matriz polimérica estructurada, teniendo la matriz polimérica estructurada una estructura diferente de la que se forma
por medio de los mismos mecanismos de acervacion llevados a cabo de forma individual o secuencial, o

g-1) preparar dos o mas disoluciones poliméricas acuosas, comprendiendo cada disoluciéon uno o mas
polimeros comestibles, en el que uno o mas polimeros comestibles de cada disolucién son capaces de experimentar
al menos un mecanismo de acervacion; y en el que las condiciones de cada disolucion son tales que no se active al
menos un mecanismo de acervacion en cada disolucion; y

g-2) combinar dos o mas disoluciones poliméricas acuosas para proporcionar las condiciones en las que dos
0 mas mecanismos de acervacién ocurran de forma simultanea, teniendo la matriz polimérica estructurada una
estructura diferente de la que se forma por medio de los mismos mecanismos de acervacion llevados a cabo de
forma individual o secuencial.

10.- Un producto alimentario que comprende el complejo polimérico estructurado de la reivindicacion 9.
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