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A PRESENTE INVENGCAO PRCPORCIONA METODOS EFICIENTES, SELECTIVOS E ECONOMICOS
PARA PRODUZIR SUSPENSOES DE CEREAIS POSSUINDO O AROMA E/OU SABOR DE CEREAIS
NATURAIS E PARA MODIFICAR A VISCOSIDADE E/OU TIPO DE AGUCAR DE SUSPENSOES DE
CEREAIS. OS METODOS INCLUEM O TRATAMENTO DE UMA SUSPENSAO DE SUBSTRATO DE
CEREAL COM UMA PREPARACAO ENZIMATICA QUE COMPREENDE, PELO MENOS, UMA
HIDROLASE POSSUINDO A CAPACIDADE DE HIDROLISAR LIGAGOES &#914:-GLICOSIDICAS E
NAO POSSUINDO EFEITO DE GLUCANASE E PROTEINASE. A HIDROLASE PODE SER
SELECCIONADA DO GRUPO CONSISTINDO EM  &#914;-AMILASE, &#913;-AMILASE,
AMILOGLUCOSIDASE E PULULANASE, COM A CONDICAO DE QUE QUANDO A PREPARAGCAO
ENZIMATICA COMPREENDE &#914;-AMILASE OU 8&#913;-AMILASE EXISTE SEMPRE UMA
MISTURA DE, PELO MENOS, UMA OUTRA DAS HIDROLASES &#914;-GLICOSIDICAS.
ADICIONALMENTE AS HIDROLASES ACIMA IDENTIFICADAS, AS PREPARAGOES ENZIMATICAS
DA PRESENTE INVENGAO PODEM AINDA COMPREENDER UMA ISOMERASE, TAL COMO
GLUCOSE ISOMERASE.



DESCRIGAO

"SUSPENSOES DE CEREAIS MODIFICADAS POR ENZIMAS"

CAMPO TECNICO

A presente invencdo refere-se a suspensdes de enzimas
compreendendo preparagdes enzimaticas para hidrélise enzimdtica
de amido de cereais. Num outro aspecto, refere-se a métodos de
produzir suspensdes de cereais homogéneas e estdveis preparadas

utilizando as prepara¢gdes enzimdticas.

TECNICA ANTERIOR

Os efeitos benéficos na saude das fibras dietéticas sao bem
conhecidos. Neste contexto existe um 1interesse crescente nos

produtos alimentares feitos com grdcs, tais como avela e cevada.

Em muitos aspectos, as avelas sdo diferentes de outros
grdos. Estes tém wum teor elevado em proteina e gordura
compardvel aos cereals, assim como um elevado conteudo em

B-glucano.

Nos ultimos anos, tem existido um interesse crescente em
produtos alimentares preparados com aveias. A razao principal
para isto € que se verificou que as fibras de aveia tinham um
efeito saudavel diminuindo o nivel de colesterol no soro de

individuos hipercolesterémicos. Outra razao ¢é o facto de as



avelas conterem proteina de elevado valor alimentar assim como
uma considerdvel proporg¢do de acidos mono e polinsaturados. Além
disso, as aveias contém muitos aminodcidos essenciais e

minerais.

Uma grande vantagem das aveias é que todo o grao pode ser
utilizado para preparar varios produtcs uma vez removida a
casca. Em aveias, as substancias mails nutritivas estdo
distribuidas de forma uniforme em todo o grdo. Em outros graos,
as substancias nutritivas estdo frequentemente concentradas em

partes especificas do grao.

Os aspectos nutricionais dos componentes de aveia
promoveram a 1introducdo de aveias ou partes destas em varios
produtos alimentares diferentes. Por exemplo, o Pedido de
Patente Europeia N° 0577294 (de R. Jenkins) divulga um processo
para a preparacdo de substancias de substituicdo de gordura e
géls termo-irreversiveis. O processo envolve a hidrdlise de um
cereal, tal comoc as aveias, com uma enzima, tal como a-amilase,
amiloglucosidase, celulase, pululanase, glucosiltransferase de
ciclodextrina ou protease, ou suas combinagdes. Apds inactivacdo
das enzimas, a fraccao soluvel (fibras dietéticas e

maltodextrinas) é separada da fracgdo insoltvel.

O Pedido de Patente Europeia N° 0231729 (de R. Bergskvist e
K. Claesson) divulga um processc para a preparac¢ao de produtos
alimentares utilizando substituintes de adog¢antes produzidos por
degradagdo enzimatica dos grdos completos de cereais até, pelo
menos, ao nivel dos oligossacdridos. O processo inclui um
tratamento de dois passos com enzimas, em gque um tratamento
inicial com oa-amilase ¢é seguido por um tratamento com uma

p-amilase. O tratamento subsequente com p-amilase pode ocorrer
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em combinag¢do com uma enzima do tipo pululanase. Para reduzir
uma suspensao de viscosidade elevada, é recomendado um
pré-tratamento utilizando antes PB-glucanase ou em simulté&neo com

um tratamento com o—amilase.

A Patente U.S. ©N° 4996063 (G. F. 1Inglett) divulga a
preparag¢do de composigdes de fibras dietéticas soluveis em &agua
através do tratamento de produtos de aveia moidos @ com
a-amilases. A w-amilase serve para diminuir a espessura do amido
de aveia e gualquer o-amilase pode, deste modo, ser utilizada.
As composigdes de fibra dietética pulverulentas produzidas sdo
utilizadas como aditivos em produtos alimentares, tal como

substitutos de gordura.

Além disso, © processo de hidrolisar enzimaticamente o
componente amido de <cereais ¢é divulgado na Patente U.S.
N° 5686123 (de L. Lindahl et al.) que preconiza um método para a
producdo de uma suspensdo de cereal homogénea e estdvel
possuindo o paladar e o aroma de aveias naturais; o pedido de
Patente PCT N° WO 95/27407 (de C. Fitchett e P. Latham)
refere-se a um processo para a preparacac de um substituinte de
gordura rico em dextrinas wutilizando um ©passo unico, um
tratamento com enzima; o pedido de Patente Europeia N°¢ 0097973
(de R. Horwarth e R. Irbe) divulga um método para produzir
frutose a partir de glucose utilizando amido de, principalmente,
trigo ou milho; e a Patente Briténica N° 1495220 (de H. Muller)
divulga um método multi-passc de producdo de dextrose e
dextrinas a partir de amidos contendo proteina e a separagdo

destes produtos das proteinas e outros produtos colaterais.

Existe a necessidade de preparagdes enzimdticas dque

hidrolisem © amido de cereais de uma forma menos dispendiosa e
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morosa, produzindo ao mesmo tempo um produto de suspensao de
cereal que retenha as qualidades de paladar e aromaticas do
cereal natural e em gue a viscosidade, pf-glucano, teor em
aglucar, e textura geral podem ser regulados ou modificados para

um produto preferido.

SUMARIO DA INVENCAO

Para os objectivos desta invencédo, os termos e expressdes
que aparecem a seguir na descrigdo e reivindicag¢bes pretendem

ter os significados seguintes:

"Suspensdo de cereal pré-processado" como agui utilizado
significa um produto que foi previamente processado pelo método

revelado na Patente U.S. N° 5686123.

"Substrato de cereal" como aqui utilizado significa uma
suspensao seleccionada do grupo consistindo em refeicao de
suspensao de cereal, suspensdac de cereal pré-processado e suas

misturas.

"Suspensao de farinha de aveia" como aqui utilizado
significa uma suspensdo compreendendo farinha de aveia e/ou

flocos de aveia.

Conseguentemente, ¢ um objectivo principal da presente
invengdo proporciocnar uma suspensdo de enzima modificada
compreendendo uma suspensdo de substrato de cereal e uma
preparag¢do enzimdtica para hidrdlise enzimdtica de constituintes
na suspensédo de substrato de cereal em que as propriedades

especificas da suspensdao de substrato de cereal, tais como
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viscosidade e/ou contetdo em proporcdo de agucar modificado, sédo
modificadas através de tratamento com combinacbes de varias

hidrolases e isomerases.

E outro objectivo da presente invencdo proporcionar um
método eficiente, selective e econdmicc para produzir uma
suspensdo de cereais possuindo o aroma e/ou paladar dos cereais
naturais e possuindo a melhoria inesperada de regulagdo da
viscosidade e/ou teor em agucar da suspensdo de cereais através

do tratamento com uma gama de novas preparag¢des enzimaticas.

E um objectivo adicional da presente invencdo proporcionar
uma suspensdo de cereais homogénea e estdvel possuindo o aroma
e/ou sabor dos cereals naturais e contendo B-glucanos intactos

que sao componentes de uma suspensao de substrato de cereal.

Ainda outro objectivo da presente invencao é proporcionar
um método para preparar a suspensao de cereais homogénea e
estavel possuindo o aroma e gosto dos cereals naturais e

contendo B-glucanos intactos.

Todos os objectivos acima podem ser conseguidos por uma
suspensao de enzima modificada compreendendc uma suspensdo de
substrato de cereal e uma preparag¢do enzimatica para hidrdlise
enzimdtica de constituintes na suspensdo de substratc de cereal.
A preparagdo enzimdtica compreende, pelo menos, duas hidrolases
com a capacidade de hidrolisar 1ligagdes o-glicosidicas dos
constituintes de uma suspensaoc de substrato de cereal e,
opcionalmente, combinando, pelo mencs, uma hidrolase com uma
isomerase. Os constituintes podem incluir amilose, amilopectinag,
maltodextrinas, maltose, maltotriose e uma sua mistura. Mais

especificamente, o©s objectivos acima podem ser conseguidos por
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uma suspensédo de enzima modificada compreendendo uma SusSpensao
de substrato de cereal e uma preparagdo enzimatica, em gue a
preparacdo enzimdtica compreende as hidrolases possuindo a
capacidade de hidrolisar ligacgbes a-glicosidicas de
constituintes de wuma suspensdc de substrato de cereal. E
preferido que a preparacao enzimatica nao possua actividade de
glucanase e/ou proteinase. As hidrolases utilizadas consistem em
p-amilase e o-amilase. Ambas, a P-amilase e «o-amilase sédo
combinadas em simultdneo na suspensdo de substrato de cereal.
Adicionalmente as hidrolases acima identificadas, as preparacgdes
enzimdticas da presente invengdo podem ainda compreender uma

isomerase, por exemplo, glucose isomerase.

As preparacdes enzimdticas previamente discutidas podem ser
utilizadas para produzir uma suspensdo de cereais homogénea e
estdvel melhorada possuindo o aroma e sabor de cereais naturais
e contendo B-glucanos intactos, a suspensao de cereais melhorada

preparada pelo método compreendendo 0s passos de:

a) Proporcionar uma suspensac de substrato de cereal;

b) tratar a suspensdao de substrato de cereal do passo (&)
com uma preparagdo enzimadtica como previamente discutido,
nomeadamente uma preparacdo enzimdtica para hidrdlise enzimdtica
de um amido de cereal na suspensdo compreendendo, pelo menos,
duas enzimas hidrolases possuindo a capacidade de hidrolisar
ligagbes a-glicosidicas. A hidrolase a-glicosidica é
seleccionada do grupo consistindo em pP-amilase e a-amilase com a
condicdo de que a preparacdo enzimdtica compreende uma sua
mistura. As enzimas sdo  introduzidas simultaneamente na

suspensao de substrato de cereal.



Consequentemente, o© principal objectivo desta invencgao ¢é
proporcionar uma suspensac de cereal de aveia modificada por
enzima e o método para a sua preparacgdao. A suspensadoc de cereais
de aveia terda o aroma e/ou paladar de cereais naturais e conterd
unidades de maltose e maltodextrina, f-glucancs 1intactos e
proteinas. O método para produzir a suspensao de cereais de
aveia modificada inclui a hidrdlise da suspensdo de cereais de
avela com uma composicdo de enzima consistindo em a-amilase e
f-amilase. Esta composicdo é isenta de actividade de glucanase e
protease. Além disso, a introdugdo simultédnea de oa-amilase e
f-amilase proporciona um meio para pré-determinar as
viscosidades da suspensdo. Se um processo particular necessita
de uma viscosidade no intervalo de 45 mPas a 65 mPas, pode ser
preparada uma composicdo de enzima de quantidades varidveis de
ag-amilase e fp-amilase para produzir: (1) esse intervalo de
viscosidade, (2) num determinado periodo de tempo, e (3) a uma
dada taxa de fragmentacaoc de, neste caso, 700 st Além disso, a
introdugdo simultdnea de «-amilase e fp-amilase proporciona a
hidrdlise enzimdtica acelerada, a regulacdo do teor de acgucar da
suspensao de cereais de avelia modificada e a utilizacao de
menores quantidades das enzimas do que quando as enzinas seriam

utilizadas separadamente.

0 método de preparacdo da suspensdo de cereals homogénea e
estdvel melhorada pode também incluir a realizacgdo de, pelo
Menos, um passo no processo de finalizag¢do para melhorar o tempo
de vida do cereal, tal como: remover particulas grosseiras por
centrifugagdo ou decantag¢do; homogeneizar a suspensdo tratada
com enzima; e/ou submetendo o produto a tratamentos de
Temperatura Ultra Elevada (UHT) divulgados, em Food Engineering
and Dairy Technology, H. G. Kessler, Verlay A. Kessler, 1981,

capitulo 6, pp. 139-207 cujo conteudo ¢ agqui incorporado por
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referéncia. Apds UHT, 0 produto pode ser assepticamente
embalado. Processos adicionais para uma estabilidade em
armazenamento melhorada podem incluir pasteurizacao e
refrigeracao; ou evaporacao e subsequentemente secagem por
aspersdo para produzir um pd estavel. De um modo preferido, a
suspensac tratada com enzima é homogeneizada e submetida a UHT e

assepticamente embalada.

A actividade enzimdtica pode ser terminada ou removida da
suspensdc tratada com enzima antes do processamento para
melhorar a estabilidade em armazenamento. Como uma alternativa,
a actividade da enzima pode ser terminada durante alguns dos
processos que melhoram a estabilidade em armazenamento do

produto, tal como o processo UHT.

Opcionalmente, & suspensao tratada com enzima do passo (b)
pode ser tratada seguencialmente com uma segunda preparacao
enzimdtica compreendendo duas enzimas hidrolase possuindo a
capacidade de hidrolisar ligac¢des a-glicosidicas consistindo em
f-amilase, e o-amilase. Ainda a este respeito, as suspensdes de
substratos de <cereal melhorado acima podem ser tratadas
combinando uma isomerase, tal como glucose isomerase com as

hidrolases das preparag¢des enzimaticas.

A suspensdo de cereais homogénea e estavel melhorada
possuindo o aroma e O sabor de cereails naturais e contendo
B-glucanos intactos pode também ser preparada pelo método

compreendendo 0s passos de:

a) preparar uma suspensdo de farinha de cereal;
b) tratar a suspensdo de farinha de cereal do passo (a) com

p-amilase e o—amilase;



¢) tratar a suspensao tratada com enzima do passc (b) com
uma preparacdo enzimdtica como aqui discutido previamente acima
compreendendo, pelo menos, uma enzima hidrolase possuindo a
capacidade de hidrolisar ligagbes o-glicosidicas. De um modo
preferido, uma hidrolase o-glicosidica ¢é seleccionada do grupo

consistindo em Pf-amilase e a-amilase.

E preferido que quando a preparacdo enzimdtica compreende
ambas a p-amilase e g-amilase, as enzimas sdac 1introduzidas

simultaneamente com as suspensdes de substrato de cereal.

A suspensdo tratada com enzima do passo (b) e (c¢) pode ser
ainda tratada através da actividade enzimdtica descontinua e/ou

realizacdo posterior de um passo de processo de finalizacgao.

DESCRIQAO DETALHADA DAS FORMAS DE REALIZAQKO PREFERIDAS

De acordo com a invencdo, ¢é proporcionada uma preparacgado
enzimdtica para hidrdlise enzimdtica de constituintes numa
suspensao de substrato de cereal, compreendendo, pelo menos,
duas enzimas hidrolase possuindo a capacidade de hidrolisar
ligagdes «w-glicosidicas. As hidrolases podem consistir em
B-amilase e a-amilase. De um modo preferido, quando a preparag¢do
enzimdtica compreende f-amilase e a-amilase existe uma mistura
de, pelo menos, duas ou mais das denominadas hidrolases
o-glicosidicas e, de um modo mais preferido, quando combinadas
na preparagao enzimatica, as enzimas sS40 introduzidas
simultaneamente com a suspensdo de substrato de cereal. Além,
das hidrolases acima identificadas, a preparagdo enzimdtica pode

ainda compreender uma isomerase, tal como glucose isomerase.



Em formas de realizacdo preferidas da 1invengéao, as
preparagdes enzimdticas podem compreender uma mistura de
a-amilase f-amilase e amiloglucosidase. As preparacdes
enzimdticas acima compreendendo uma hidrolase com outra podem

compreender ainda uma isomerase, tal como glucose isomerase.

As preparag¢des enzimaticas da presente invengdo convertem
amido de cereal, que compreende ambos amilose e amilopectinag,
com maltodextrinas de elevado peso molecular e compostos de
baixo peso molecular de vdrios graus de modificacdo, tais como
maltotriose, maltose e glucose. Por exemplo, a [B-amilase
hidrolisa ligacgbes o-1-4 glicosidicas sequencialmente a partir
da extremidade terminal de ndo-reducdo de amilose e amilopectina
com um produto de maltose clivado; a o-amilase hidrolisa
ligagdes «o-1-4 glicosidicas internas em ambas amilose e
amilopectina com uma maltodextrina clivada; e a amiloglucosidase
hidrolisa ligag¢des o-1-4 e 1-6 glicosidicas na extremidade de
nao-redugao das moléculas de glucose de libertacdo de amido. Por
isso, uma combinacao de hidrolases possuindo a capacidade de
hidrolisar ligag¢bes «oa-glicosidicas 1rd ©proporcionar varias
proporgdes de maltodextrina/agucar numa suspensao de cereais

tratada com enzima.

A escolha das enzimas e o tempo de reacgdo determinam o
grau de degradagdo e o espectro do produto. Sado produzidas
diferentes espécies de di- e monossacaridos utilizando
diferentes preparagdes enzimdticas que incluem a combinacgdo de,
pelo menos, uma hidrolase o-glicosidica e/ou uma isomerase. Os
produtos finais podem incluir o dissacdrido, maltose e o0s
monossacdridos, frutose e glucose. Quando se combina f-amilase e
a-amilase, a «a-amilase promove a acg¢cao da p-amilase obtendo,

desse modo, unidades de maltose e maltodextrina enquanto se
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utiliza wuma quantidade menor de enzimas se as enzimas forem
entao utilizadas separadamente. Um amido de cereal pode ser
convertido inteiramente em compostos de baixo peso molecular,
tal como glucose através da combinacac de, por exemplo,
f-amilase, o-amilase e amiloglucosidase. A glucose 1isomerase,
unicamente, ird resultar na producdac de frutose quando
adicionada a um substrato de cereal que Jja& contém glucose. Na
alternativa, a preparacgdo enzimatica gquando a fP-amilase,
a-amilase e amiloglucosidase sao combinadas com  glucose
isomerase pode também produzir um produto com niveis de frutose

elevados.

As preparagbes enzimaticas, que sendo uma mistura de
enzimas podem tratar uma suspensdo de substrato de cereal da
presente inven¢do introduzindo enzimas livres directamente numa
suspensao de substrato de cereal ou na alternativa, introduzindo
a suspensao de substratc de cereal num recipiente contendo

enzimas imobilizadas.

Enzimas livres, como aqui utilizado, significa enzimas que
sao livres para se moverem na suspensac e nao estao restringidas
por confinamento ou fixas a um substrato. Normalmente, as
enzimas ou células livres ndo sao reutilizadas porque sao
demasiado pequenas para filtrar e a recuperag¢dc pode implicar
custos proibitivos. Por 1sso, a eliminagdoc da actividade
biocatalitica das enzimas livres na presente invencdo ¢é

normalmente realizada através da desnaturacgdo da enzima.

As enzimas dimobilizadas como agqui utilizadas significam
enzimas livres que estdo fisicamente confinadas através de
métodos diferentes incluindo, mas ndo limitadas a, membranas

semi-permedveis, fibras ocas ou membranas de ultrafiltrac¢do. As
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enzimas 1imobilizadas, sejam soluvels ou insoclUveis, permitem a
imobilizacgao simultanea de muitas enzimas, controlando
selectivamente os substratos e produtos através de selectividade
de membrana. Como utilizadas na presente invencao, as enzimas
imobilizadas proporcionam facilidade de aplicagac e tratamento

do caldo de suspensao de cereal num reactor de modo continuo.

Os beneficios das enzimas imobilizadas incluem a
recuperagac completa das enzimas a partir da mistura reaccional
utilizadas num modo de operacdo descontinuoc ou continuo. Assim,
as enzimas podem ser utilizadas repetidamente sem qualquer
contaminacdo do produto final e sem a necessidade de aguecer o
produto de modo a desnaturar a enzima. Também, podem ser
utilizadas concentragdes maiores de enzima imobilizada porgue as
enzimas 1imobilizadas podem ser recuperadas e reutilizadas,
resultando numa diminuicdo do tempo de reacgdo e/ou do tamanho
do recipiente necessdrio para realizar a reacg¢do. Outra vantagem
¢ a auséncia virtual da enzima no produto final de modo a que a
enzima apenas tenha que ser aprovada como um auxiliar de
processamentc alimentar e ndo como um aditivo alimentar, mesmo
quando o aguecimento e a subsequente inactivagao da enzima néo

estdo incluidos no processo.

Estéd ainda contemplado pela requerente que as enzimas
utilizadas para preparar as suspensdes de enzima modificada e/ou
a suspensdo de cereais melhorada homogénea e estdvel podem
incluir enzimas derivadas de células totails, organelos ou mesmo
microrganismos utilizados como catalisadores bioldgicos num

processo de fermentacgdo.

Na presente invencéo, as condigbdes globais incluindo

temperatura, pH e a adi¢do de outros substratos, tais como
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cofactores enzimdticos ou agentes tamponantes irdo determinar a
actividade enzimadtica, e por isso, o rendimento e a qualidade do
produto final. E conhecido que as enzimas podem ser extraidas de
diferentes fontes, mas podem catalisar a mesma reacgao. Por
exemplo, a o—-amilase do organismo fungico Aspergillus oryzae
possuili um pH dptimo de 4,7 e uma temperatura dptima de 50 °C,
enquanto gque a a-amilase da Dbactéria Bacillus Ilichenformis
possuil um pH optimo de 7,5 e uma temperatura dptima de 90 °C.
Assim entendido, as condigfes optimas, incluindo a quantidade de
enzima, a temperatura da pasta, o tempo de agitacdoc e o valor de
pH sdo optimizadeos para obter um produto final de viscosidade
adequada. As técnicas utilizadas para determinar os pardmetros

Optimos sdo bem conhecidas e largamente utilizadas na técnica.

As preparagdes enzimaticas da presente invencdo podem ser
utilizadas para proporcionar uma suspensdo de cereais melhorada
homogénea e estavel possuindo o aroma e o sabor de cereais
naturais e contendo f-glucanos intactos. As  preparacdes
enzimdticas sdo utilizadas para tratar um substrato de cereal
que pode incluir uma suspensdo de farinha de cereal, uma

suspensao de cereal pré-processado ou uma sua mistura.

Numa forma de realizacgdao, a suspensdao de substrato de
cereal ¢ uma suspensdao de farinha de cereal. A suspensdao de
farinha de cereal ¢ preparada por moagem dos flocos de cereais
secos ou humidos, ou caso contrdrio, tratando os cereals para a
refeigdo com aquecimento e A&gua e suspendendc a farinha de
cereal em agua para formar uma suspensdo de farinha de cereal.
Opcionalmente, a suspensdo pode ser centrifugada ou decantada de
modo a remover particulas de fibra grosseiras, antes de ser

tratada com a preparacdo enzimatica.
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Convenientemente, a suspensao de farinha de cereal ¢
preparada com base em flocos de aveia pré-gelatinizados
produzidos comercialmente retendo o sabor e o aroma originais
das aveias. Os flocos de aveia sao moidos para farinha de aveia
através de moagem total, seca ou humida. Na moagem seca, a
farinha de aveia & suspensa em agua, de um modo preferido, a uma
temperatura de 50°-65 °C. Também na moagem humida, ¢ utilizada
dgua, de um modo preferido, a uma temperatura de 50°-65 °C. S&o
obtidos resultados especialmente bons se a agua tiver sido

desionizada.

Para uma maioria do amido contido na farinha do cereal, o
aquecimento da suspensao para uma temperatura entre 50° e 65 °C
gelatiniza o cereal amidc para uma hidrolisagdo mais féacil.
Contudo, algumas aveias contém amidos resistentes que ndo 580
gelatinizados a estas temperaturas, e por 1ss0, nao sao
facilmente hidrolisados pelas  preparagdes enzimdticas da
presente invencdo. ©Neste momento, verificou-se ser Dbenéfico
iniciar a hidrdélise do amido nado resistente num primeiro passo
de tratamento com enzima com as preparacdes enzimdticas da
presente invencao e depois submetendo a suspensao a temperaturas
mais elevadas, de um modo preferido, acima dos 100 °C para
gelatinizar o amido resistente. A suspensao ¢ subseguentemente
arrefecida até uma temperatura de trabalho e condigdes
convencionais. A suspensdo ¢ a retratada com as preparacgdes
enzimdticas da presente invengdo. Consequentemente, o amido néo
resistente na suspensdo de farinha de <cereal pode @ ser
hidrolisado com as preparagdes enzimaticas da presente invengdo
e depois a suspensdao ¢ tratada ©por aguecimento até uma
temperatura mais elevada para solubilizar o amido resistente. A
suspensao é arrefecida até uma temperatura que ¢ adequada para

actividade enzimdtica e depois retratada com uma preparagdo
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enzimdtica da presente invengdo. Este método ird permitir uma
hidrolisagcao mais completa de substancialmente todo o amido do
cereal, incluindo o amido resistente na suspensdc de farinha de

cereal.

Adequadamente, a pasta ou suspensao possul uma proporgac em
peso de farinha para agua no intervalc de cerca de 1:6 a cerca
de 1:9, que corresponde a um teor de sdédlidos secos de cerca de
10 a cerca de 15% p/v. A suspensdo é agitada até a farinha ter
sido dispersa. A pasta deve possuir um pH de, pelo menos, 5 a
cerca de 8. Este intervalo de pH demonstrou ser eficaz quando se
adicionam as preparacdes enzimdticas da presente invengdo. Neste
intervalo de pH, as preparagfes enzimaticas possuem actividade
catalitica aceitdvel e podem evitar a utilizacdo de aditivos

para alterar o pH.

De modo a remover as particulas grosseiras, a suspensao
pode ser entdo centrifugada ou decantada a 350-450 G durante

cerca de 10-15 minutos.

Noutra forma de realizagcao da presente invencao, pode ser
utilizada uma suspensac de cereal pré-processado. A suspensac de
cereal pré-processado ¢ definida como aquela que ¢é primeiro
preparada de acordo com o0s métodos divulgados na Patente US
N° 5686123, A suspensdo de farinha de cereal ¢é tratada com
f-amilase num primeiro passo de tratamento enzimatico que cria
especificamente unidades de maltose e ndoc possul actividade de
glucanase e proteinase, para uma viscosidade de 3-0,1 Pas na

taxa de cisalhamento de 10-100 s '.

Depois, a suspensdo é tratada
com o-amilase num segundo passo de tratamento enzimdtico que
cria especificamente unidades de maltose e ndo possul actividade

de glucanase e proteinase, para uma viscosidade <0,5 Pas na taxa
15



de cisalhamento de 10-100 s'. Esta suspensaoc de cereal
pré-processado pode ser entao tratada ainda pelas preparagdes
enzimdticas da presente invencdo. Opcionalmente, a suspensdo de
cereal pré-processado pode ser homogeneizada e/ou submetida a

tratamento UHT.

A  suspensdo de substratc de cereal ¢é tratada com as
preparacdes enzimdticas sob temperaturas de operagéao
cuidadosamente reguladas. A temperatura ¢é seleccionada para
favorecer o desempenho enzimatico permitindo taxas hidroliticas
rdpidas e boa estabilidade enzimdtica. E geralmente empregue uma
temperatura desde cerca de 40 °C até uma temperatura abaixo da
qual iria desnaturar a enzima ou combinacdo de enzimas, de um
modo preferido, desde cerca de 50 ° a cerca de 90 °C dependendo
da enzima. A temperaturas mais baixas, a actividade enzimatica
pode ser baixa e a temperaturas mais elevadas a estabilidade
enzimdtica pode ser baixa. Consequentemente, a temperatura da
reacgdo catalitica € seleccionada para optimizar a producgdao dos
produtos finais, embora mantendo a estabilidade da preparagao
enzimdtica. A presente invencdo é também aplicdvel a enzimas de
degradacdo de amido termoestdveis, em cujo caso as condigdes de

operacgdo podem ser adaptadas as caracteristicas dessas enzimas.

Uma combinacdo de wvarias hidrolases ¢ introduzida numa
suspensao de substrato de cereal numa quantidade suficiente para
hidrolisar ligacdes o—-glicosidicas dos constituintes na
suspensdo de substrato de cereal para proporcionar um produto
final com a viscosidade desejada. A combinacdo de enzimas e a
quantidade de cada enzima especifica resulta em suspensdes gue
contém agucares diferentes, mas também en quantidades
diferentes. Um teor elevado em agucares de baixo peso molecular,

tais como a maltose e a glucose irdo produzir uma suspensado de
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produto final com menos viscosidade. Em contraste, um teor mais
elevado de maltodextrina, que é considerada uma molécula de peso
molecular mais elevado, produz um produto com maior viscosidade
que pode ser utilizado em sopas ou iogurtes devido a
consisténcia mais espessa. Consequentemente, variar o tipo e/ou
a quantidade das enzimas na mistura 1iré& produzir produtos
especialmente concebidos. Utilizando uma combinacdo especifica
de enzimas ajuda a padronizar o processo, de modo a que O
produto final esteja relacionado com a combinagdo enzimatica com
a qual o tempo de reaccdo e outros pardmetros do processo nao
afectam grandemente o produto final. Ao realizar a presente
invencgdo, ¢é geralmente vantajoso empregar entre cerca de 1 a
cerca de 100 mL de preparagdo enzimdtica por quilograma de
aveias ou outro material em grdao que constituam a suspensao de
substrato de «cereal. A suspensdo pode ser tratada com a
preparacdo enzimdtica para produzir um produto final gue possui
a viscosidade préxima da viscosidade da 4gua ou de cerca de
10 mPas a cerca de varias centenas de mPas nume taxa de

cisalhamento de cerca de 500 a cerca de 1000 s .

De um modo geral, o grao que ¢ incorporado na suspensao de
farinha do cereal pode ser qualquer material de grao inicial,
incluindo, mas ndo limitadc a aveias, cevada, arroz, trigo,
milho, centeio, s0rgo, triticale e milheto. De um modo
preferido, o grdo ¢ aveia. Como referido acima, as aveias
possuem propriedades que as tornam especialmente desejdveis de
um ponto de vista do consumidor devido as grandes quantidades de
f-glucanos de elevado peso molecular que sdao hidrocoldides
naturais. Em suspensdes produzidas por hidrélise enzimdtica com
as preparacgdes enzimaticas da presente invengdo, o0s B-glucanos
encontrados nas avelas funcionam como estabilizadores indigenas.

Por 1isso, a suspensao de cereais da presente invencado pode ser
17



utilizada em alimentos para efeitos de espessamento, gelificacgao

e estabilizacao da emulsao.

A dogura de uma suspensac de enzima modificada ou de uma
suspensdo de cereais melhorada homogénea e estdvel pode ser
regulada e/ou manipulada utilizando prepara¢des enzimaticas
apropriadas. De facto, as preparag¢des enzimdticas da presente
invencgdo podem ser introduzidas em vérios passcs para produzir o
produto final a medida dos requisitos. Uma preparagdo enzimdtica
compreendendc a- e P-amilase pode produzir um nivel elevado de
maltose. Com um segundo tratamento de uma preparagdo enzimatica
compreendendo amiloglucosidase e/ou glucose isomerase a maltose
pode ser convertida em glucose e frutose. A produg¢do da glucose,
e, particularmente, da frutose ird resultar numa suspensdo mais
doce do que uma contendo principalmente maltose. Uma vantagem
significativa de uma suspensao compreendendo frutose é que pode

ser consumida por diabéticos sem efeitos adversos.

O tipo especifico de agucar afecta ndo apenas as
propriedades da suspensao mas também as propriedades
organolépticas de produtos produzidos utilizando as suspensées.
Através da alteracdo do perfil de acglcar, é possivel conceber a
medida suspensdes que produzem produtos finais possuindo
propriedades funcionais, tal como viscosidade; propriedades
nutricionais e teor em taxa de agucar para corresponder as

necessidades do utilizador final.

A actividade enzimdtica pode ser descontinuada ou terminada
na suspensdo de cereais modificada pela enzima ou a suspensao de
cereais tratada com enzima através de qualquer método bem
conhecido na técnica, incluindo desnaturatcéao, centrifuga,

cromatografia para enzimas livres e/ou remoc¢do da suspensdo do
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contacto com enzimas 1imcbilizadas. De um modo preferido, a
reacgdo enzimatica ¢é terminada por aquecimento da suspensdo de
cereals para, pelo menos, 80 °C e, de um modo preferido, entre

cerca de 80° a 90 °cC.

Como uma alternativa a actividade enzimdtica pode ser
terminada de forma descontinua durante 0s passos de PpProcesso
final que melhoram a estabilidade em armazenamento do produto.
Os passos do processo representativo final podem incluir:
remogao de particulas grosseiras por centrifugacéao ou
decantac¢do; homogeneizando a suspensdc tratada com enzima a uma
temperatura de cerca de 42 a cerca de 45 °C, a uma pressdo de
cerca de 200 a cerca de 250 bar; ou submetendo o produto a
tratamentos de Temperatura Ultra Elevada (UHT) divulgados em
Food Engineering and Dairy Technology, H. G. Kessler, Verlay A.
Kessler, 1981, Capitulo 6, pp. 139-207, cujo conteudo ¢é aqui
incorporado por referéncia. Apds UHT, o produtoc pode ser
empacotado em condicdes de assepsia. Processos adicionais para
prazos de validade melhorados podem incluir pasteurizacao e
refrigeracidao até serem utilizados; ou o produto final pode ser
evaporado e subseguentemente seco por aspersao para produzir um

pod estdvel.

As suspensdes de cereals de acordo com a invengdoc podem ser
utilizadas nos mesmos campos dos produtos divulgados na Patente
U.S. N° 5686123, que é um substituto do leite, como a base de ou
um aditivo na preparagido de gelado, papa, 1iogurte, batidos de

leite e lanches.

A invencgdo serd agora descrita em mais detalhe pelos

seguintes exemplos ndo limitativos.
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EXEMPLO 1

Os flocos de avela pré-gelatinizadas foram moidos em

° a cerca de

ambiente htmido a uma temperatura desde cerca de 52
63 °C. A concentracdoc da suspensdo foi de cerca de 10 a cerca de

15% p/v.

Uma preparacgdo enzimatica de acordo com a invengdo gque
compreende uma mistura de PB-amilase (Genencor Intl., Rochester,
NY, EUA, ou Rhodia Ltd, Cheshire, RU) e a-amilase endo-actuante,
e. ¢g. Fungamil (Novo Nordisk, Bagsvaerd, Dinamarca) ou Mycolase
(Genencor Intl., Rochester, NY, EUA), fol adicionada a suspensédo
de cereal a uma concentracdo de aproximadamente 2 mL por kg de
avelas e a uma temperatura de cerca de 54° a cerca de 57 °C. A
concentragdo destas enzimas na preparagdo enzimdtica foi de
cerca de 1400 a cerca de 1600 DP° e cerca de 30 a cerca de 70 AU
(unidades de amilase) por mL, respectivamente. A preparacgao
enzimdtica fol deixada actuar durante cerca de 1 hora ou até a
viscosidade da suspensaoc calr desde cerca de 20 a cerca de

40 mPas a uma taxa de fragmentacdo de cerca de 700 s,

A maior
parte do amido de aveia (60-70%) foi convertido em maltose e o
resto estava presente como maltodextrinas (passo 1). Depois (no
passo 2), fol adicionada outra enzima exo-actuante, e. g.
amiloglucosidase AMG (Novo Nordisk, Bagsvaerd, Dinamarca) ou
Optidex (Genencor Intl., Rochester, NY, EUA), a uma dosagem de
aproximadamente 600 AGU (unidades de amiloglucosidase) por kg de
avelas. A reaccdo fol terminada quando foil produzida a
quantidade desejada de glucose. Por exemplo, 30 minutos apds a
adicdo de amiloglucosidase (glucocamilase), a suspensao continha
quantidades iguais de maltose e glucose enquanto o contetdo de
maltose foi de 50% da suspensdo no passo 1. O teor em maltose

foi elevado no passo 1 e a amiloglucosidase hidrolisou
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rapidamente este substrato. Como © teor em maltose diminuiu, a
maltodextrina tornou-se o substrato preferido e ficou também
mais hidrolisada. Na conversao total, todo o amido foi

convertido em glucose.

A suspensao foi depois aquecida de cerca de 85°a cerca de
90 °C, para inactivar as enzimas. O produto fol decantado para
remover o excesso de fibra ndo soluvel e homogeneizado.
Opcionalmente, ¢ produto pode ser tratado com  UHT e
assepticamente embalado, pasteurizado e mantido refrigerado até
a utilizacdo ou é evaporado e subsequentemente seco por aspersao

para produzir um pd estdvel.

EXEMPLO 2

Os flocos de aveia pré-gelatinizados foram moidos como no
Exemplo 1. Uma preparacgdo enzimatica de acordo com a invengdo
que compreendeu uma mnmistura de p-amilase de cevada (Genencor
Intl., Rochester, NY, EUA; ou Rhodia Ltd, Cheshire, RU),
a-amilase, e. g. Fungamil (Novo Nordisk, Bagsvaerd, Dinamarca)
ou Mycolase (Genencor Intl., Rochester, NY, EUA) e
amiloglucosidase, e. g., AMG (Novo  Nordisk, Bagsvaerd,
Dinamarca) ou Optidex (Genencor Intl., Rochester, NY, EUA) Zfoil
adicionada & suspensdo numa dosagem de cerca de 3 a cerca de
4 mL por kg de aveias e a uma temperatura de cerca de 54° a
cerca de 57 °C. A concentragdo destas enzimas na preparacdo
enzimdtica foi de cerca de 700 a cerca de 900 DP°, de cerca de 1
a cerca de 35 AU (unidades de a-amilase) e de cerca de 200 a
cerca de 350 AGU por mnmL, respectivamente. A preparacdo
enzimdtica fol deixada a actuar durante cerca de 1-2 horas ou

até a viscosidade da suspensadc cair de cerca de 20 a cerca de
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40 mPas a uma taxa de fragmentacdo de cerca de 700 s,

Finalmente, a suspensao foili aquecida e tratada como no

Exemplo 1.

EXEMPLO 3

Foli preparada uma suspensdc de avelas como na Patente U.S.
N° 5686123, é tratada com uma preparagdo enzimatica de acordo
com a invencdo e que compreendia P-amilase de cevada (Genencor
Intl., Rochester, NY, EUA; ou Rhodia Ltd, Cheshire, RU) e
pululanase, uma enzima desramificadora, e. g. Promozyme (Novo
Nordisk, Bagsvaerd, Dinamarca), a uma concentracgao de
aproximadamente 2 mL por kg de aveilas. Alternativamente, a
suspensao foil tratada com uma enzima desramificadora, tal como
pululanase, e. g. Promozyme (Novo Nordisk, Bagsvaerd,
Dinamarca), a uma concentracao de aproximadamente 800 PU por kg
de aveias. Além disso, as condigbes foram as mesmas do
Exemplo 1. O produtc continha maltose elevada e essencialmente

nao continha maltodextrinas.

EXEMPLO 4

Fol preparada uma suspensidc de avelas como na Patente U.S.
N° 5686123 e foi tratada com a mesma preparagdo enzimatica ou
com amiloglucosidase como no Exemplo (como no passo 2). O
produto continha uma quantidade decrescente de maltodextrinas e
uma quantidade crescente de glucose & medida que a reacgdo

hidrolitica prosseguia.
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EXEMPLO 5

A qualguer dos produtos dos Exemplos 1, 2, 3 e 4, 1. e.,
que continham glucose, foi adiciconada uma preparagdo enzimdtica
de acordo com a invencdo que compreendeu amiloglucosidase de
cerca de 50 a cerca de 60 AGU por mL, e. g., AMG (Novo Nordisk,
Bagsvaerd, Dinamarca) ou Optidex (Genencor Intl., Rochester, NY,
EUA) e glucose isomerase (cerca de 3000 GIU por mL), a uma
concentracgao de cerca de 18 a cerca de 70 mL por kg de aveias ou
apenas glucose 1somerase, e. ¢g. Spezyme GI (Genencor 1Intl.,
Rochester, NY, EUA) ou Sweetzyme (Novo DNordisk, Bagsvaerd,
Dinamarca), a uma concentracdc de cerca de 50000 a cerca de
200000 GIU (unidades de glucose isomerase). Em duas (2) horas,

25% da glucose foi convertida em frutose.

EXEMPLO 6

Os flocos de aveias pré-gelatinizados foram moidos a uma
temperatura de cerca de 52 °C a cerca de 63 °C. Uma preparagao
enzimdtica de acordo com a invencdo, que compreendeu uma mistura
de PB-amilase (Genencor Intl., Rochester, NY, EUA; ou Rhodia Ltd,
Cheshire, RU) e oa-amilase endo-actuante, e. g. Fungarnyl (Novo
Nordisk, Bagsvaerd, Dinamarca) ou Mycolase (Genencor Intl.,
Rochester, NY, EUA) fol adicionada & suspensdo de cereal a uma
concentracao de aproximadamente 2 mL por kg de aveias e a uma
temperatura de cerca de 54° a cerca de 57 °C. A concentracgdo
destas enzimas na preparagdo enzimatica fol cerca de 1400 a
cerca de 1600 DP° e de cerca de 1 a cerca de 8 AU (unidades de
a-amilase) por mL, respectivamente. A preparag¢do enzimatica foi
deixada actuar durante aproximadamente 2 horas ou até a

viscosidade da suspensdo cair cerca de 45 a cerca de 65 mPas a
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uma taxa de fragmentacdo de cerca de 700 st Um terco do amido
foli convertido em maltose enquanto o resto estava presente como
maltodextrina. O produto fol bastante espesso devido ao elevado
teor em maltodextrina. Finalmente, a suspensao foi tratada como

no Exemplo 1.

Lisboa, 10 de Fevereiro de 2011
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REIVINDICACOES

Suspensao de cereal de aveia modificada por enzimas
compreendendo unidades de maltose e maltrodextrina e
p-glucanos intactos, sendo a referida suspensdao de cereal
de aveia modificada por enzimas preparada pelo método que

compreende 0s passos de:

(1) proporcionar uma suspensdao de substrato de

cereal de aveia,

(ii) proporcionar uma composicéo de enzima

compreendendo P-amilase e a-amilase, e

(iii) tratar a referida suspensao de substrato de

cereal de aveia (1) com a referida composicao de

enzima (ii), em que as referidas enzimas
p-amilase e a—amilase S30 introduzidas
simultaneamente.

Suspensdo de cereails modificados por enzima de acordo com a
reivindicacdo 1, em que a preparacdo enzimdtica estd isenta

de actividade de glucanase ou protease.

Método de preparar uma suspensdo de cereal de aveia
modificada compreendendo unidades de maltose e [-glucanos

intactos através dos passos de:

(1) proporcionar uma suspensao de substrato de

cereal de aveia;



(ii) proporcionar uma composic¢ao de enzima

compreendendo P-amilase e a—amilase, e

(iii) tratar a referida suspensac de substrato de
cereal de aveia (i) com a referida composicao de
enzima (ii), em que as referidas enzimas
B-amilase e o—amilase EETe introduzidas

simultaneamente, e

(iv) realizar, pelo menos, um passo de finalizagdo na
suspensac de cereal de avela tratada com enzima

do passo (iii).

Método de acordo com a reivindicagaoc 3, em que a preparagdo
enzimdtica estd isenta de actividade de glucanase ou de

proteinase.

Método de acordo com a reivindicacdo 3, em gue a suspensdo
tratada <com enzima do passo (iii) tem a actividade
enzimdtica terminada antes de realizar o passo do pProcesso

de finalizacgao.

Método de acordo com a reivindicagao 3, em que o passo (iv)
compreende, pelo menos, um processo de finalizagédo
seleccionado do grupo consistindo em homogeneizagéo,
tratamento de temperaturas ultra elevadas, pasteurizagado,

refrigeracdo, evaporagdo e secagem por aspersao.

Método de acordo com a reivindicacdo 3, em que a suspenséo
de substrato de cereal do passo (i) é ainda tratada por

remocdo das particulas de fibra grosseiras.



10.

11.

Método de acordo com a reivindicagdo 3, em gue a suspensao
de substrato de cereal do passo (i) foi preparada por
moagem dos flocos de cereais, cereals tratados com calor ou
tratados com dgua até caldo e suspensdao do caldo de cereais

em dgua para formar uma suspensdo.

Método de acordo com a reivindicacdo 3 compreendendo ainda,
a descontinuacdo da actividade enzimdtica na suspensdo

tratada com a enzima do passo (iii) antes do passo (iv).

Método de acordo com a reivindicagdo 3 compreendendo ainda,
0 tratamento com calor da suspensdo tratada com enzima do
passo (iii) para solubilizar 0 amido resistente,
arrefecendo a suspensdo até uma temperatura que ¢ adequada
para a actividade enzimatica e tratando com uma preparacgdo

enzimAdtica para hidrolisar ainda mais o amido resistente.

Produto preparado pelc método de acordc com uma das

reivindicacgdes 3 a 10.

Lisboa, 10 de Fevereiro de 2011



RESUMO

"SUSPENSOES DE CEREAIS MODIFICADAS POR ENZIMAS"

A presente invengao proporciona métodos eficientes,
selectivos e econdmicos para produzir suspens8es de cereais
possuindo o aroma e/ou sabor de cereais naturais e para
modificar a viscosidade e/ou tipo de agucar de suspensdes de
cereais. 0s métodos incluem o© tratamento de uma suspensdo de
substrato de cereal com uma preparagido enzimatica que
compreende, pelo menocs, uma hidrolase possuindo a capacidade de
hidrolisar ligag¢des PB-glicosidicas e nao possuindo efeito de
glucanase e proteinase. A hidrolase pode ser seleccionada do
grupo consistindo em (-amilase, o-amilase, amiloglucosidase e
pululanase, com a condicdo de que quando a preparacdo enzimatica
compreende B-amilase ou a-amilase existe sempre uma mistura de,
pelo menos, uma outra das hidrolases B-glicosidicas.
Adicionalmente as hidrolases acima identificadas, as preparacgdes
enzimdticas da presente invencdo podem ainda compreender uma

isomerase, tal como glucose isomerase.
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