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DESCRIPCION
Procedimiento para la preparacion de una dispersién acuosa de una proteina vegetal poco dispersable

La invencion se refiere a un procedimiento para la preparacion de una dispersion acuosa coloidal que comprende
proteina vegetal.

Las proteinas vegetales son un subproducto abundante en la produccion de otros nutrientes Utiles, como aceites,
carbohidratos digeribles y fibra dietética, a partir de material vegetal. Las proteinas vegetales pueden agruparse en
base a la solubilidad en liquidos: agua (albuminas), soluciones salinas diluidas (globulinas), alcohol: mezclas de
agua (prolaminas) y alcalis o acidos diluidos (glutelinas). En particular, las semillas de ciertas monocotiledéneas,
como las semillas de granos (cereales y pastos), como el arroz, maiz, trigo, avena, etc. tienen un alto contenido
proteico que tienen una solubilidad intrinsecamente baja en agua (aproximadamente a pH neutro), y que también
son poco dispersables en agua, como las prolaminas. La baja dispersabilidad en agua limita las posibilidades de
usar estas proteinas en alimentos y otros productos a escala industrial. Esto no sélo es un inconveniente si el
producto final es un producto acuoso, sino que también pone limitaciones al procesamiento de las proteinas poco
dispersables con el fin de preparar un producto Util a partir de ellas. Por ejemplo, pueden ser necesarios liquidos
organicos con el fin de dispersar las proteinas lo suficientemente bien para procesarlas.

Por ejemplo, Patel y otros ['Particulas coloidales de zeina estabilizadas con caseinato sédico. J. Agric. Food Chem.
58. (2010), 12497-12503] describen un procedimiento en el que se prepara una dispersion coloidal de zeina (una
prolamina) mediante precipitacion antisolvente mediante el uso de un solvente binario de etanol/agua en el que se
disuelve la zeina. Luego, se forma una dispersion mezclando la zeina en etanol/agua con una preparacion acuosa
de caseinato. La concentracion de zeina fue relativamente baja (2,5 % en peso/v). Con el fin de preparar una
dispersién coloidal estable se necesitaba una cantidad relativamente alta de caseinato (una relaciéon de zeina a
caseinato de 1:0,3 como maximo). Se debe sefialar que las proteinas de la leche (como la caseina y el caseinato) se
estan convirtiendo en un producto cada vez mas escaso, ya que existe una demanda mundial creciente de
productos lacteos. En particular, seria conveniente poder proporcionar una dispersion coloidal estable de una
proteina vegetal que es poco dispersable en agua, que no requiera del uso de un solvente organico y/o para
proporcionar particulas proteicas que comprenden dicha proteina vegetal que pueda dispersarse de forma estable
en agua a una concentracion superior a 2,5 % en pesol/v.

Es un objeto de la presente invencién para proporcionar una alternativa satisfactoria para las proteinas que se usan
actualmente en alimentos o productos de alimentacion comerciales u otros productos (de consumo), en particular
para su uso en una dispersion.

En particular, es un objeto de la presente invencion fabricar la proteina vegetal disponible para aplicaciones
alimentarias humanas, cuya proteina vegetal esta presente en fuentes o partes de las mismas que actualmente no
se usan para la produccion de alimentos o usados para alimentacién animal.

En particular, un objeto de la presente invencion es proporcionar una manera de mejorar la dispersabilidad y/o la
estabilidad térmica de las proteinas vegetales en un medio acuoso, para proporcionar particulas que comprenden
proteina vegetal que tienen una dispersabilidad mejorada en un fluido acuoso y para proporcionar un producto que
comprende tales particulas.

Se ha descubierto ahora que uno o mas de estos objetos se cumplen tratando particulas que comprenden una o
mas proteinas vegetales poco dispersables con una técnica especifica en presencia de una proteina especifica
obtenida de la leche.

En consecuencia, la invencién se refiere a un procedimiento para la preparacién de una dispersidon acuosa que
comprende particulas proteicas coloidales dispersas en un fluido acuoso, cuyas particulas proteicas coloidales que
comprenden caseinato y una o mas proteinas vegetales de una semilla de una planta de la familia Poaceae, el
procedimiento comprende

a) proporcionar una dispersion intermedia de caseinato y particulas que comprenden dicha una o mas proteinas
vegetales en un fluido acuoso; y

b) someter la dispersion intermedia a una etapa de presurizacion disruptiva, que comprende el tratamiento en un
homogeneizador a una presion de al menos 40 MPa,

en el que las particulas que comprenden una o0 mas proteinas vegetales se separan y se forma la dispersion acuosa
gue comprende las particulas proteicas coloidales.

Preferentemente, la proteina vegetal tiene una dispersabilidad en agua a 20 °C del 15 % o menos, preferentemente
del 10 % o menos.
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Se divulga una dispersion coloidal acuosa, preferentemente una dispersion que se obtiene mediante un
procedimiento de acuerdo con la invencién, que comprende particulas proteicas coloidales, las particulas
comprenden un nicleo que es rico en una o mas proteinas vegetales y una superficie que es rica en caseinato.

Se divulga un procedimiento para preparar particulas proteicas hibridas que comprende un ndcleo que es rico en
una o mas proteinas vegetales, y una superficie rica en caseinato, que comprende secar una dispersion acuosa
(obtenida) de acuerdo con la invencion.

Se divulgan particulas proteicas hibridas, preferentemente obtenibles mediante un procedimiento de acuerdo con la
invencién, que comprende un ndcleo que consiste al menos sustancialmente en una o mas proteinas vegetales y
cuyo nucleo esta al menos sustancialmente rodeado de caseinato.

Como se ilustra en los ejemplos, el tratamiento de particulas proteicas vegetales poco dispersables con
presurizacién disruptiva en presencia de caseinato, mejora considerablemente la dispersabilidad de la proteina
vegetal.

En una realizacion ventajosa, la dispersion acuosa de acuerdo con la invencién presenta una estabilidad térmica
mejorada.

Ademas, la invencion proporciona un medio para reducir la necesidad de proteina de la leche, que se esta volviendo
cada vez mas escasa debido a la creciente demanda mundial. Las particulas hibridas pueden usarse para
reemplazar la proteina de la leche total o parcialmente. En particular, las capacidades funcionales de la proteina de
la leche pueden ser absorbidas por particulas hibridas de la invencién. Dado que sélo se necesita una fraccion de
proteina de la leche (caseinato), en comparacién con un producto a base de proteina totalmente lactea, la invencion
ofrece una mayor eficacia al proporcionar un sustituto de la proteina de la leche.

Las proteinas lacteas son populares debido a la alta calidad nutricional de la proteina, lo que significa que los nueve
aminoacidos esenciales estan disponibles. Las proteinas de origen vegetal a menudo se consideran de menor
calidad nutricional -porque- en funcion de la fuente de proteina de origen vegetal se reducen en uno o mas
aminoacidos esenciales. Las particulas proteicas hibridas pueden complementar una proteina vegetal de baja
calidad con una proteina lactea de alta calidad.

A menos que se defina de cualquier otra manera, todos los términos técnicos y cientificos que se usan en la
presente memoria tienen el mismo significado que el que entiende comidnmente un experto en la técnica.

El término "sustancial(mente)" o "esencial(mente)" se usa generalmente en la presente memoria para indicar que
tiene el caracter general o la funciéon de lo que se especifica. Cuando se hace referencia a una caracteristica
cuantificable, estos términos se utilizan en particular para indicar que es al menos el 75 %, mas en particular al
menos el 90 %, incluso mas en particular al menos el 95% del maximo de esa caracteristica.

El término 'esencialmente libre' se usa generalmente en la presente memoria para indicar que una sustancia no esta
presente (mas abajo del limite de deteccion alcanzable con tecnologia analitica disponible en la fecha de
presentaciéon efectiva) o presente en una cantidad tan baja que no afecta significativamente la propiedad del
producto que esta esencialmente libre de dicha sustancia o que esta presente en una cantidad tan baja (traza) que
no necesita ser etiquetado en el producto envasado que esta esencialmente libre de la sustancia. En la practica, en
términos cuantitativos, un producto generalmente se considera esencialmente libre de una sustancia, si el contenido
de la sustancia es 0-0,1 % en peso, en particular 0-0,01 % en peso, mas en particular 0- 0,005 % en peso, en base
al peso total del producto en el que esta presente.

El 'caseinato’ es una proteina sin micelar derivada de la caseina, que se obtiene por precipitacion acida de un liquido
que contiene caseina solubilizada (micelas de caseina) como la leche, y neutralizacién posterior con una base, como
un hidréxido, por ejemplo, NaOH, KOH, Mg(OH)z, Ca(OH)2, NH4OH o una sal basica, por ejemplo, CaCOs, Na2CO3 0
K2COs y mezclas de los mismos. El término caseinato también abarca caseinato modificado, por ejemplo, caseinato
glicado o desamidado. El caseinato desamidado se puede obtener, por ejemplo, sometiendo el caseinato a la
actividad desamidante de una enzima, por ejemplo, una desaminasa o transglutaminasa. Una parte de, o todos los
grupos amida de las cadenas laterales de la glutamina y/o la asparagina se desamidan para formar grupos carboxilo.
Al igual que la caseina, el caseinato se compone de una mezcla de cuatro tipos principales de caseina (alfa S1, alfa
S2, beta y kappa caseina). Sin embargo, la caseina (micelar) contiene calcio y fosfato unidos a la estructura de la
proteina, estabilizando la estructura micelar. El caseinato no necesita contener calcio ni fosfato, aunque una
preparacion de caseinato puede contener calcio o fosfato.

Preferentemente, el caseinato es caseinato de leche de vaca. Otras fuentes adecuadas incluyen leche de otros
ungulados, en particular leche de ungulados con pezufias, como leche de oveja, leche de cabra, yegua, camello y
leche de bufalo.
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Como se usa en la presente memoria, la "dispersabilidad” de una sustancia, en particular de particulas proteicas, se
puede determinar mediante centrifugacion a 1.360 g de 5 % en peso. % de mezcla de la sustancia en agua (agua
destilada o agua del grifo, sin mas aditivos) por una duracion de 10 min. Esta prueba generalmente se lleva a cabo a
unos 20 °C. La dispersabilidad de una proteina generalmente se calcula como:

100 % x la cantidad de nitrégeno de la proteina que queda en el sobrenadante dividida por la cantidad total de
nitrégeno de la proteina.

Las particulas proteicas que permanecen en el sobrenadante bajo estas condiciones de prueba para determinar la
dispersabilidad son generalmente particulas coloidales.

En particular, para la dispersabilidad de la proteina vegetal como constituyente de o a partir de las particulas
hibridas, la dispersabilidad se puede determinar como se describe en los ejemplos. En la presente memoria se
describe cémo se estima el contenido de nitrégeno de la proteina vegetal en el sobrenadante corrigiendo el
contenido de nitrégeno de la fraccion sobrenadante para la contribucion de caseinato, asumiendo que el caseinato
se distribuye proporcionalmente sobre el sobrenadante y el precipitado (residuo) y que la dispersabilidad del
nitrégeno proteico vegetal se expresa como un porcentaje del nitrégeno proteico vegetal total.

El contenido de proteina se puede medir determinando el contenido de nitrégeno proteico, mediante el uso de la
metodologia Kjeldahl (TKN).

En particular se considera que una proteina tiene una dispersabilidad pobre (o baja) si la dispersabilidad es del 15 %
0 menos, preferentemente del 10 % o menos, con mayor preferencia del 5 % o menos, en particular del 3 % o
menos. Cuando se hace referencia a una dispersabilidad en la presente memoria, se refiera a la dispersabilidad a un
20 °C, a menos que se especifique de cualquier otra manera.

Las particulas se han definido y clasificado de varias maneras diferentes en funciéon de su estructura, tamafio o
composicion especifica. Como se usa en la presente memoria, las particulas se definen ampliamente como
particulas a micro o nanoescala que tipicamente estan compuestas por al menos un material sélido. Tipicamente, el
diametro promedio en peso de tales particulas varia de aproximadamente 10 nm a aproximadamente 100 pum, como
se puede determinar mediante microscopia (microscopia de luz o microscopia electronica, en funcién del tamarfio,
como entendera el experto en la materia).

En la dispersién coloidal, el diametro promedio de particula de las particulas coloidales normalmente es entre
aproximadamente 0,01 um y aproximadamente 4 um, en particular entre aproximadamente 0,05 um vy
aproximadamente 2 um, mas en particular aproximadamente 1,5 pm o menos, por ejemplo, aproximadamente 1 pm
o menos. Preferentemente, el diametro promedio de particula es al menos 0,1 pm, con mayor preferencia de al
menos 0,2 um, con mayor preferencia al menos 0,4 um, con mayor preferencia al menos 0,5 pm.

En la dispersion coloidal, las particulas coloidales generalmente tienen una distribucién de tamafio de particula
(D(4,3) determinable por dispersién dinamica de luz (analizador Malvern Mastersize X), entre aproximadamente 0,01
pum y aproximadamente 4 um. En particular, el D (4,3) es al menos aproximadamente 0,05 um, mas en particular al
menos aproximadamente 0,1 um. Preferentemente, el D (4,3) de las particulas coloidales es de al menos 0,2 um,
con mayor preferencia de al menos 0,3 um, con mayor preferencia de al menos 0,4 um, con mayor preferencia de al
menos 0,5 pm. Preferentemente, el D (4,3) de las particulas coloidales es de aproximadamente 2 ym o menos, en
particular de aproximadamente 1 pm o menos. En particular se han logrado buenos resultados con particulas que
tienen un D (4,3) en el intervalo de 0,2 a 2 um, mas en patrticular de 0,5 a 1,5 pum.

Las particulas pueden tener una estructura homogénea o una estructura heterogénea. Las particulas homogéneas
generalmente consisten en un material en una sola fase (estado de la materia). Las particulas con una estructura
heterogénea, en la que se pueden distinguir dos 0 méas estados de la materia (fases), se pueden referir a particulas
jerarquicas. Las particulas jerarquicas en particular incluyen particulas que comprenden un nucleo interno y una
capa exterior. La capa exterior puede estar formada por una capa de otra sustancia distinta del nacleo, por ejemplo,
el caseinato puede formar un complejo en la superficie de la proteina vegetal de esta manera formando asi una capa
sobre al menos parte del nicleo compuesto por la proteina vegetal. La capa puede recubrir esencialmente el ndcleo
0 puede estar presente como parches en partes del nicleo. La capa puede ser mono capa. También es posible que
el nacleo esté al menos sustancialmente rodeado por una capa mas gruesa que comprenda el caseinato, formando
de esta manera un recubrimiento o envoltura o similar.

Como se usa en la presente memoria, "particulas proteicas" son particulas que consisten al menos sustancialmente
en una o mas proteinas. Preferentemente al menos 40 %, con mayor preferencia al menos 50 %, en particular al
menos 80 %, mas en particular al menos 90% del peso de las particulas esta formado por una o mas proteinas. Las
particulas proteicas vegetales son preferentemente particulas que comprenden al menos 50 %, en base al peso total
de las particulas de una o mas proteinas vegetales poco dispersables, en particular al menos 80 %, mas en
particular al menos 90 %.
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Las "particulas proteicas" pueden ser "particulas proteicas hibridas".

"Particulas proteicas hibridas" significa particulas que comprenden al menos una proteina vegetal como se define en
la presente memoria, en particular al menos una proteina vegetal poco dispersable, como se define en la presente
memoria, y caseinato. En particular, las particulas hibridas son particulas jerarquicas que tienen un ndcleo rico en
dicha proteina o proteinas vegetales y una fase circundante, rica en caseinato. Con "rica en proteina vegetal" se
entiende en particular que dicha proteina es la proteina mas abundante en el nicleo, y con "rica en caseinato" se
entiende que la concentracion de caseinato en la superficie es mayor que en el nlcleo. En una realizaciéon
especifica, las particulas hibridas tienen un nicleo que consiste al menos sustancialmente en la proteina vegetal, y
una capa circundante que consiste al menos sustancialmente en caseinato. Tal capa puede ser una monocapa de
caseinato o un recubrimiento que tenga un grosor que exceda el grosor de una monocapa de caseinato. La capa
también puede ser de naturaleza discontinua, lo que significa que la capa puede que no cubra toda la superficie de
la proteina vegetal (particula), pero esta presente en "forma de parches".

pll se define como el pll aparente que se puede medir con un electrodo pll estandar, a 20 °C a menos que se
especifique de cualquier otra manera.

El término "acuoso" se usa en la presente memoria para describir fluidos con agua como Unico o principal solvente.
Generalmente, el contenido de agua de un fluido acuoso es superior al 50 % en peso. en base al peso total de los
solventes (sustancias que estan en estado liquido de la materia a 25 °C), preferentemente a 80-100 % en peso con
mayor preferencia a 90-100 % en peso, en particular a 95-100 % en peso. Se han obtenido buenos resultados con
un fluido que es esencialmente libre de solventes ademas del agua. Si estan presentes uno o mas solventes, estos
generalmente son solventes GRAS, preferentemente solventes de grado alimenticio. En particular, el etanol puede
estar presente en una cantidad menor. El otro solvente, tal como etanol, se puede afadir para facilitar la etapa de
presurizacion disruptiva, por ejemplo, se puede reducir el nimero de ciclos de homogeneizacién o la presion de
homogeneizacién mientras se logra un efecto similar. Si se usa, el contenido de etanol es generalmente al menos 5
% en peso, en particular 10-20 % en peso. Ademas, aparte del agua, un fluido acuoso puede comprender un aceite
comestible, tal como un aceite de triglicéridos, aunque se han logrado buenos resultados con un fluido que esta
esencialmente libre de aceite.

Las particulas individuales que comprenden la proteina vegetal usadas como material de partida para fabricar la
dispersién intermedia pueden estar compuestas por un Unico material homogéneo o pueden ser un aglomerado
compuesto por una pluralidad de particulas mas pequefias, tales como nanoparticulas.

Las particulas que comprenden la proteina vegetal, usadas como material de partida, pueden consistir al menos
sustancialmente en una o mas proteinas. Sin embargo, también es posible usar particulas que comprendan una
cantidad sustancial de uno o mas de otros componentes (vegetales). Por ejemplo, puede usarse harina de cereal.
Generalmente, el contenido proteico de las particulas que comprenden la proteina vegetal es al menos
aproximadamente 10 % en peso, en particular aproximadamente 25 % en peso o mas, preferentemente al menos
aproximadamente 40 % en peso, con mayor preferencia 50 % en peso, 0 mas. Sin embargo, es una ventaja de la
invenciéon que también permite la preparacion de una dispersién coloidal a partir de particulas proteicas
relativamente crudas que contienen una cantidad sustancial de uno o mas componentes distintos de las particulas
proteicas, por ejemplo, un carbohidrato o un lipido. De este modo, en una realizacidon especifica las particulas
proteicas contienen menos de aproximadamente 90 % en peso de proteina, mas especificamente menos de
aproximadamente 80 % en peso. Las particulas que comprenden la proteina vegetal son particulas que comprenden
una proteina de las semillas de una planta de la familia Poaceae. Preferentemente, la proteina vegetal poco soluble
es de un grano, con mayor preferencia de un cereal o pasto seleccionado del grupo de arroz, avena, trigo, maiz,
cebada, centeno y sorgo, alin con mayor preferencia seleccionado de arroz, avena, trigo y maiz, mas preferido de
arroz, avenay maiz.

En una realizacion preferente, la proteina vegetal poco dispersable es seleccionada del grupo proteico de semillas
de grano, como la proteina del grano de arroz; proteinas de salvado, como proteina de salvado de avena; particulas
de gluten y prolaminas. Preferentemente, la prolamina es seleccionada del grupo de gliadina, hordeina, secalina,
zeina, kafirina y avenina. Con mayor preferencia, la prolamina es zeina.

En el procedimiento de la invencion, se prepara una dispersion intermedia a partir de las particulas que comprenden
la proteina vegetal y el caseinato. Las particulas que comprenden la proteina vegetal para la dispersion intermedia
pueden ser, pero no es necesario que sean particulas coloidales; pueden comprender particulas mas grandes. En
general, las particulas tienen un diametro de hasta 1 mm. El D (4,3) es preferentemente hasta 400 um, en particular
en el intervalo de 1-200 um, mas en particular en el intervalo de 5-100 pm.

En una realizacion ventajosa, se preparan una preparacion acuosa de la proteina vegetal y una preparacion acuosa
separada del caseinato. El pH de la preparacién de caseinato se elige generalmente por encima de pH 5, en
particular en el intervalo de pH 5,5-9, con el fin de proporcionar una preparacién en el que el caseinato esté
suficientemente solubilizado. Para la preparacion de proteina vegetal el pH puede ser inferior a 5, pero por razones
practicas se prefiere que el pH también sea por encima de 5, en particular aproximadamente el mismo que para la
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preparacion de caseinato. La concentracidon de proteina total en dichas preparaciones generalmente esta en el
intervalo de 1-30 % en peso, en particular en el intervalo de 2-20 % en peso, mas en particular en el intervalo de
aproximadamente 3 a aproximadamente 15 % en peso. por ejemplo, aproximadamente 12 % en peso. 0 menos.

En una realizacion preferente, se realiza una etapa anterior de homogeneizacion disruptiva a alta presion de una
dispersion de particulas que comprenden una 0 mas proteinas vegetales y preferentemente sin caseinato en un
fluido acuoso esta hecho antes de la etapa a)

Preferentemente, la etapa anterior de homogeneizacion a alta presion implica una presion en un intervalo que es el
mismo que los intervalos de presiones descritos para la etapa de homogeneizacion de la dispersion intermedia de
caseinato y particulas que comprenden dicha una o méas proteinas vegetales en un fluido acuoso. En una realizacién
preferente especifica, las presiones en la etapa anterior de homogeneizacién disruptiva a alta presion son
aproximadamente las mismas que en la etapa a.

La dispersion intermedia de las particulas que comprenden la proteina vegetal y el caseinato se prepara
ventajosamente mezclando la preparacion acuosa de la proteina vegetal y la preparacion acuosa del caseinato.
Alternativamente, la dispersion intermedia se prepara mezclando un polvo que comprende la proteina vegetal y un
polvo que comprende el caseinato y mezclando la combinacién resultante con un liquido acuoso.

La temperatura a la que se prepara la dispersion intermedia se puede elegir dentro de amplios limites, y
generalmente es en el intervalo de 5-90 °C, preferentemente en el intervalo de 10-70 °C, en particular en el intervalo
de 15-65 °C. C, mas en particular a aproximadamente temperatura ambiente o superior. Se puede lograr una mezcla
adecuada con agitacion (suave).

Generalmente, estas preparaciones se mezclan para obtener una dispersion intermedia en la que la relacién peso a
peso de dicha proteina vegetal con respecto a caseinato es 1:1 o mas. Preferentemente dicha relacidon peso a peso
es al menos 3:1, con mayor preferencia al menos 4:1, en particular al menos 5:1, al menos 6: 1 o al menos 7,1.
Generalmente dicha relacion peso a peso es 20:1 o menos, preferentemente 15:1 o menos, con mayor preferencia
12:1 o menos, en particular 10:1 o0 menos, mas en particular 8:1 o0 menos.

El contenido de proteina total de la dispersion intermedia generalmente esta en el intervalo de 1-30 % en peso.
Preferentemente el contenido de proteina total es al menos 5 % en peso, con mayor preferencia al menos 8 % en
peso, en particular aproximadamente 10 % en peso o0 mas. Preferentemente, el contenido de proteina total es 25 %
en peso 0 menos, con mayor preferencia 20 % en peso 0 menos, en particular aproximadamente 15 % en peso o
menos, por ejemplo, aproximadamente 12 % en peso 0 menaos.

El contenido total de proteinas vegetales que tienen poca dispersabilidad en agua, en la dispersion intermedia,
generalmente es superior al 25 % en peso de la proteina total, preferentemente es al menos 50 % en peso del
contenido de proteina total en la dispersion intermedia, con mayor preferencia al menos 65 % en peso, en particular
aproximadamente 80 % en peso. 0 mas. Preferentemente el equilibrio esta formado al menos sustancialmente por
caseinato.

La presurizacion disruptiva tipicamente da como resultado una reduccion del tamafio de las particulas que
comprenden la proteina vegetal. La dispersién intermedia, sometida a la presurizacion disruptiva, generalmente tiene
un pH por encima de 5. Se contempla que un pH por encima de 5 contribuya a una interaccién suficiente del
caseinato con las particulas que comprenden la proteina vegetal. En particular, el pll de la dispersién intermedia esta
en el intervalo de 5,5-9, preferentemente en el intervalo de 6,0-8, mas especificamente en el intervalo de 6,3 a 7,5.
Si se desea, el pH se ajusta con un acido, por ejemplo, HCI, o una base, por ejemplo, NaOH.

La presurizacién disruptiva de la dispersién intermedia se lleva a cabo en un homogeneizador. La presion aplicada
es 40 MPa o mas, preferentemente 50 MPa o con mayor preferencia 75 MPa 0 mas. En particular, se han logrado
buenos resultados a una presiéon de aproximadamente 100 MPa o mas. El limite superior de la presién se define
generalmente por la presion maxima que se puede aplicar mediante el uso del dispositivo de presurizacion.
Teniendo en cuenta la presiébn maxima conocida para los homogeneizadores disponibles comercialmente, en la
practica la presion maxima es generalmente de 500 MPa o menos. Se han obtenido buenos resultados a una
presion considerablemente inferior. En particular, la presion aplicada puede ser 250 MPa o menos, mas en particular
200 MPa o0 menos.

El tratamiento de presurizacion comprende 1 o mas ciclos, preferentemente 2 o mas ciclos, en particular 3 0 mas
ciclos, mas en particular 5 o mas ciclos. El nUmero de ciclos generalmente es 15 0 menos, en particular 10 o0 menos,
preferentemente 6 o0 menos.

La temperatura durante la presurizacién es generalmente menos de 100 °C, en particular menos de 90 ° C,
preferentemente hasta 70 °C o hasta 60 °C. La temperatura de presurizacion generalmente se inicia
aproximadamente a la temperatura ambiente, aunque puede iniciarse a una temperatura mayor O menor.
Tipicamente el tratamiento se inicia a una temperatura en el intervalo de 5-40 °C, en particular de 10-30 °C. Como
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consecuencia de la presurizacién, la temperatura durante el tratamiento generalmente aumenta, también en
presencia de enfriamiento activo. Generalmente, se puede permitir que la temperatura aumente a una temperatura
de 40-90 °C, en particular 40-80 °C, mas en particular 40-70 °C. Opcionalmente, la dispersion coloidal resultante se
enfria activamente, en particular a una temperatura en el intervalo de aproximadamente 5 a aproximadamente 20 °C.

En una realizacion ventajosa, la presurizacion disruptiva se lleva a cabo con una intensidad energética (energia
introducida en el producto por unidad de volumen) de al menos aproximadamente 10 MJ/m3de dispersion,
preferentemente al menos 25 MJ/m? de dispersion, en particular al menos 50 MJ/m? de dispersién. El limite superior
no es particularmente critico y puede, por ejemplo, ser de hasta aproximadamente 2.000 MJ/m? de dispersion,
preferentemente alrededor de 1.500 MJ/m? de dispersiéon o menos, en particular aproximadamente 1.000 MJ/m? de
dispersion o menos, mas en particular aproximadamente 500 MJ/m? de dispersion o menos.

En base a experimentos llevados a cabo por los inventores, se concluye que, durante la etapa de presurizacion de la
dispersion intermedia, las particulas que comprenden la proteina vegetal se separan y se forma la dispersion acuosa
gue comprende las particulas proteicas coloidales. Sin estar limitados por la teoria, los inventores concluyen de los
experimentos realizados que el caseinato interactia con la superficie de las particulas y al menos rodea
sustancialmente a las particulas después de la etapa de presurizacion disruptiva. De este modo, se proporciona una
dispersién coloidal acuosa que comprende particulas proteicas coloidales, que comprende un ndcleo que es rico en
una 0 mas proteinas vegetales que tiene una dispersabilidad en agua a 20 °C del 10 % o menos y una superficie
gue es rica en caseinato.

La dispersioén coloidal acuosa se puede usar como tal, por ejemplo, en la preparaciéon de una bebida u otro producto
alimenticio o productos de alimentaciéon, opcionalmente después de una etapa de dilucion o una etapa de
concentracion, en la que la concentracion de particulas coloidales disminuye o aumenta. En una realizacion, la
dispersién coloidal acuosa se somete a una etapa en la que las particulas no coloidales se separan de la dispersion
coloidal, antes de su uso posterior. Esto se puede hacer, por ejemplo, mediante filtracion o centrifugacion. De este
modo, el contenido de particulas proteicas, el contenido proteico vegetal escasamente dispersable y el contenido de
caseinato en la dispersion acuosa que comprende particulas proteicas coloidales que se obtienen no necesitan ser
los mismos que en la dispersion intermedia a partir de la cual se prepara la dispersion. La concentracion de proteina
vegetal escasamente dispersable en la dispersion acuosa que comprende particulas proteicas coloidales es
generalmente al menos 0,5 % en peso. Generalmente dicha concentracion de proteina vegetal escasamente
dispersable en la dispersion coloidal esta en el intervalo de 0,5-50 % en peso. En principio, la dispersion coloidal
acuosa puede prepararse a una concentracion de proteina diferente a la concentracion en el producto final, en
particular un alimento o productos de alimentacion, que se prepara con la dispersion coloidal acuosa. En una
realizacién ventajosa, la dispersion coloidal acuosa se prepara a una concentracion de proteina que es
aproximadamente la misma que la concentracién de proteina en el producto final. En una primera realizacion, la
concentracion de proteina vegetal esta en el intervalo de 0,5-2,0 % en peso, en base al peso total, cuya dispersién
es particularmente adecuada para preparar productos con un contenido de proteina relativamente bajo (tipicamente
menos del 3 % en peso o menos, en particular 0,5-2,0 % en peso de proteina total, en base al peso total del
producto). En una segunda realizacion, la concentracion de proteina vegetal esta en el intervalo de 2,0-5,0 % en
peso, en base al peso total, cuya dispersion que es particularmente adecuada para preparar productos con un
contenido de proteina intermedio (tipicamente hasta 6,5 % en peso, en particular 3,0-5,0 % en peso de proteina
total, en base al peso total del producto). En una tercera realizacién, la concentracion de proteina vegetal es 5,0 %
en peso 0 mas, en particular en el intervalo de 5,0-15 % en peso en base al peso total, cuya dispersiéon es
particularmente adecuada para preparar productos con un contenido de proteina relativamente alto (generalmente
mas del 6,5 % en peso de proteina total, en base al peso total, en particular en el intervalo de 7,0-15 % en peso, en
base al peso total).

Tipicamente, al menos una parte sustancial de la proteina vegetal y el caseinato forman particulas coloidales en la
dispersién acuosa. Preferentemente, en esencia la totalidad de al menos la proteina vegetal forma particulas
coloidales.

Una dispersion coloidal acuosa tiene preferentemente una relacién peso a peso de la proteina vegetal poco
dispersable a caseinato de 3,5:1 0 mas, con mayor preferencia de 4:1 o mas, en particular de 5:1 0 mas, mas en
particular de 6:1 0 mas, 7:1 o mas, 8:1 o mas o 9:1 o mas. Dicha relacion es preferentemente de 20:1 0 menos - en
particular en el intervalo de 4:1 a 20:1, con mayor preferencia de 15:1 o menos, en particular de 5:1 a 10:1,

La dispersién coloidal acuosa se puede usar como tal, por ejemplo, en la preparacion de una bebida u otro producto
alimenticio o productos de alimentacion, o se pueden obtener particulas proteicas hibridas aisladas a partir de la
dispersién coloidal. Las particulas hibridas se obtienen generalmente secando una dispersion acuosa de acuerdo
con la invencién. Para la etapa de secado, se pueden usar técnicas de secado generalmente conocidas, por
ejemplo, secado en tambor, secado por pulverizacién o liofilizacion. Las particulas hibridas tienen una capacidad de
dispersién mejorada en comparacion con las particulas hibridas obtenidas secando un fluido acuoso que comprende
proteina vegetal y caseinato que no se ha sometido a la etapa de presurizacion disruptiva. Una técnica de secado
particularmente adecuada es el secado por pulverizacion. El secado por pulverizacién puede usarse en particular
para obtener un polvo de particulas que tienen una morfologia de nucleo-envoltura, en el que el nicleo consiste al
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menos sustancialmente en la proteina vegetal y la envoltura consiste al menos sustancialmente en el caseinato.
Esta técnica es generalmente conocida en la técnica y el experto en la técnica podra llevar a cabo el secado por
pulverizacion en base al conocimiento general comin, la informaciéon divulgada en la presente memoria y
opcionalmente una cantidad limitada de pruebas de rutina.

También se puede usar una técnica en la que las particulas se aislan de la fase acuosa, por ejemplo, ultrafiltracion,
ultracentrifugacion, o precipitacion.

Las particulas proteicas hibridas (aisladas) de la invencion son preferentemente un polvo.

La relacion peso a peso de la proteina vegetal (escasamente dispersable) al caseinato de las particulas aisladas (tal
como un polvo de las particulas) puede ser aproximadamente la misma que para la dispersion acuosa. Sin embargo,
dependiendo de la técnica de preparacion, también es posible proporcionar particulas con una relacion peso a peso
mas baja de las proteinas vegetales al caseinato, por ejemplo, porque el caseinato que esta presente en la mayor
parte de la dispersion puede precipitar sobre las particulas coloidales en la dispersion durante el secado. La relacion
peso a peso de proteina vegetal escasamente dispersable a caseinato generalmente es 1:2 0 mas, en particular 1:1
0 mas, mas en particular 2:1 o mas, preferentemente 3,5:1 0 mas, con mayor preferencia 4:1 o mas, mas en
particular 5:1 0 mas, mas en particular 6:1 o mas, 7:1 o0 mas, 8:1 0 mas 0 9:1 o mas. Generalmente relacién es 20:1
0 menos, en particular 15:1 o menos, mas en particular 10:1 o0 menos.

Es una ventaja de las particulas hibridas, en comparacién con las particulas proteicas vegetales que carecen de
caseinato y por lo tanto consisten esencialmente en el material del nacleo (particulas proteicas vegetales poco
solubles) que se mejora la dispersabilidad (en base a la determinacién de nitr6geno) en agua; la dispersabilidad en
agua a 20 °C generalmente es mas del 10 %, preferentemente 15 % o mas, con mayor preferencia 20 % o mas, en
particular aproximadamente 25 % o mas. En principio, la dispersabilidad puede ser de hasta el 100 %, al menos en
realizaciones especificas. En la practica, la dispersabilidad puede ser menor, en particular aproximadamente 70 % o
menos, aproximadamente 65 % o0 menos, aproximadamente 50 % o menos, aproximadamente 40 % o menos, O
aproximadamente 30% 0 menos.

La dispersion o particulas aisladas de la dispersién pueden usarse para proporcionar un producto alimenticio,
productos de alimentacion u otro producto, por ejemplo, un producto sanitario. El producto alimenticio es
preferentemente adecuado para el consumo humano. El alimento o los productos de alimentacién pueden ser un
producto sélido, un producto semisélido, por ejemplo, un producto gelificado o un producto fluido (a la temperatura
de su consumo deseada). El alimento o productos de alimentacion se puede envasar como un producto alimenticio
listo para usar, por ejemplo, una bebida, que se puede consumir al abrir el envase, o0 un alimento o productos de
alimentacion instantaneo.

Un producto se considera fluido si puede verterse desde de un envase lleno, cuando se mantiene en diagonal y la
abertura de salida se mantiene hacia abajo. En particular, un producto se considera fluido si la viscosidad, medida
con un viscosimetro Brookfield (husillo 5, 10 rpm, 7 °C), es 100 mPa.s 0 menos, mas en particular 70 mPa.s o
menos, mas en particular 1-50 mPa.s.

Los productos sdlidos y semisélidos son productos que son dimensionalmente estables en ausencia de una fuerza
aplicada externamente. Tipicamente los semisdlidos suelen tener una consistencia mas blanda que los sdlidos
(verdaderos), es decir, muestran un flujo reolégico a una presion aplicada relativamente baja. Tipicamente los
semisolidos pueden tomarse con cuchara, lo que significa que el producto se puede tomar facilmente con cuchara
de un plato o un tazén. En particular, ejemplos de semisélidos son geles, mousses y cremas, en particular crema
agria, crema batida, helados y requesén blando.

La dispersion o las particulas son particularmente adecuadas para el suministro de un producto bebible, como una
sopa o una bebida. El alimento o productos de alimentacion, en particular el producto bebible, puede ser un producto
listo para usar o un producto instantaneo.

Los productos alimenticios preferidos incluyen productos alimenticios lacteos y sustitutos de productos alimenticios
lacteos.

Es una ventaja de la invencién que los alimentos o productos de alimentacién puedan tratarse térmicamente para
mejorar la calidad microbiolégica. En consecuencia, la invencién también se refiere a un producto alimenticio o
productos de alimentacién que estén esterilizados, pasteurizados o tratados con UHT.

Los productos alimenticios particularmente preferidos son seleccionados del grupo de bebidas nutricionales, bebidas
similares a la leche; productos fermentados (similares a la leche), por ejemplo, yogures bebibles; batidos; licuados;
bebidas de café, como café con leche, bebidas de capuchino; chocolate y otras bebidas a base de cacao.

Los productos alimenticios preferidos incluyen leche evaporada (EVAP) o productos de leche condensada
azucarada (SCM) anélogos.
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EVAP y SCM como tal se conocen bien por el experto en la técnica; se trata de productos tradicionales que ya se
usan desde hace mucho tiempo como blanqueadores para el café o la leche; o pueden consumirse como tal o en
forma diluida. Dado que se usan con frecuencia en bebidas calientes, es particularmente (util, la estabilidad térmica
mejorada que ofrece la invencion. De acuerdo con la invencion, los contenidos de los analogos son iguales o
similares a EVAP respectivamente SCM, con la condicién de que al menos una parte, preferentemente al menos una
parte sustancial, en particular esencialmente toda la proteina lactea se sustituye con las particulas proteicas de la
invencion.

El analogo de EVAP se define en particular como un producto liquido esterilizado, que comprende aproximadamente
22-27 % de solidos, de los cuales aproximadamente 7-11 % son azlcares, preferentemente lactosa;
aproximadamente 6-8 % de grasa; y aproximadamente 5-8 % de proteina, la proteina que comprende las particulas
proteicas coloidales de la invencion.

La grasa puede ser grasa de leche y/o grasa vegetal.

El analogo de SCM se define en particular como un producto liquido esterilizado que comprende aproximadamente
un 70-75 % de sélidos; de los cuales aproximadamente 6-10 % son grasas; aproximadamente 50-56 % de azUcares
que comprenden sacarosa Yy lactosa; y aproximadamente 6-10 % de proteina, la proteina que comprende las
particulas proteicas coloidales de la invencién.

La grasa puede ser grasa de leche y/o grasa vegetal.

Las bebidas nutricionales son productos alimenticios fluidos que tipicamente tienen una densidad energética de al
menos 30 kcal/100 ml, en particular 50-150 kcal/100 ml, mas en particular 60-100 kcal/100 ml. Preferentemente, la
bebida nutricional tiene un contenido proteico y/o carbohidratos mas alto que la leche de vaca. Ademas de proteinas
y carbohidratos, la bebida nutricional puede contener en principio cualquier ingrediente alimentario adicional, en
particular uno 0 mas sabores, una 0 mas vitaminas 0 uno 0 mas minerales. En una realizacion especifica, la bebida
nutricional se prepara a partir de leche (desnatada), a la que se le han afiadido particulas de la invencion y
opcionalmente uno o mas ingredientes diferentes.

El contenido de proteina total de una bebida nutricional preferentemente es al menos aproximadamente 3,6 % en
peso. La proteina es seleccionada preferentemente del grupo de proteinas lacteas y proteinas vegetales.

El contenido de grasa preferentemente es al menos aproximadamente 0,5 % en peso. En particular la grasa puede
seleccionarse de grasas vegetales y grasas lacteas. El término grasa incluye grasas sélidas y liquidas, en particular
triglicéridos sélidos y liquidos.

Opcionalmente estan presentes uno o mas carbohidratos digeribles. El contenido de carbohidratos generalmente es
de 16 % en peso. o menos, preferentemente 0,5-12 % en peso. En una realizacién, la bebida nutricional esta
esencialmente libre de carbohidratos. En tal realizacion, preferentemente estan presentes uno o mas edulcorantes
naturales o uno o més edulcorantes artificiales.

Ejemplos de carbohidratos son lactosa, sacarosa, glucosa, oligos azlcares, maltodextrinas y almidén.

En una realizacion especifica, la bebida nutricional tiene una densidad energética de 70-114 kCal./ml, contiene 3,6-7
% en peso. de proteina, 0,5 - 3 % en peso de grasa, 0,5-16 % en peso de carbohidrato digerible.

En una realizacion adicional, el producto alimenticio es seleccionado del grupo de; coberturas; postres; productos de
panaderia; productos de reposteria; productos de queso.

En una realizacion adicional, el producto alimenticio es una bebida deportiva.
En una realizacién adicional, el producto alimenticio es una férmula infantil.
En una realizacién adicional, el producto alimenticio es una solucién de control de peso.

En una realizacién preferente especifica, el producto alimenticio es un producto alimenticio clinico, que puede ser
una bebida nutricional clinica. Los alimentos clinicos son productos alimenticios que se usan para mejorar, mantener
0 restaurar la salud y/o prevenir una enfermedad, recetados por un profesional de la salud como un médico,
enfermero o dietista, y destinados para y suministrados a personas que los necesiten. Una bebida nutricional clinica
tiene preferentemente un contenido energético superior a 65 kcal/100 ml. Entonces se prefiere en particular una alta
densidad de energia porque a menudo los pacientes tienen restricciones de volumen o les resulta dificil consumir
grandes volimenes de alimentos.

En una realizacion adicional, el producto alimenticio es una bebida de acido lactico.
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En una realizacion adicional, el producto alimenticio es un alimento para personas mayores (personas de 65 afios 0
mas) o personas enfermas. En particular una bebida o un preparado de una bebida para personas mayores o
enfermas.

En una realizacién adicional, el alimento es una bebida de tipo yogur.

En una realizacion adicional, el producto alimenticio es un sustituto de comidas.

En una realizacion adicional, el producto alimenticio es una bebida instantanea en polvo.
En una realizacién adicional, el producto alimenticio es una barra nutricional.

En una realizacion adicional, el producto es un producto alimenticio para animales o un producto alimenticio para
mascotas. Los productos de alimentacion animal preferidos son los sustitutos de la leche. En particular, se pueden
usar en un entorno agricola. Los sustitutos de la leche preferidos para la alimentacion de los animales son los
sustitutos de la leche para terneros y los sustitutos de la leche para lechones.

La invencion se ilustrara ahora mediante los siguientes ejemplos.
Ejemplo 1:

Se prepararon varias dispersiones de proteina de grano que comprenden 10 % en peso de polvo proteina de grano
de arroz (RemyPro, Benco), 10 % en peso de polvo de proteina de salvado de avena (Proatein, Tate&Lyle) o 10 %
de polvo de proteina de maiz (Zein F4400 FG, Flo Chemical) en agua a 20 °C y tipicamente se agitaron durante 3
horas.

Ademas, un 10 % en peso de polvo de caseinato sédico (EM7 o NaCas S, FrieslandCampina DMV) se hizo una
dispersion en agua a 20 °C y tipicamente se agité durante 3 horas (los contenidos tipicos de proteina de los polvos
fueron: caseinato sédico ~92 %; grano de arroz ~80-85 %; salvado de avena ~51-54 %; proteina de maiz ~88-96
%).

Las dispersiones se almacenaron a 5 °C hasta su posterior uso.

Después de almacenarla durante la noche, la dispersién se llevé a aproximadamente 20 °C. A partir de ahi, se
prepararon dispersiones intermedias de polvo de proteina de grano y polvo de caseinato en diferentes proporciones
de polvo de proteina de grano a polvo de caseinato mezclando las dos dispersiones en diferentes proporciones y
desairadas (solo la proteina de maiz).

A partir de ahi, se determin6 el pH de la dispersién y se ajustd a un pH en el intervalo de 6-9, si era necesario.

Las dispersiones se sometieron a una etapa de homogeneizacién usando un homogeneizador Panda (GEA), un
homogeneizador Stansted de sobremesa o un homogeneizador Stansted de alta presion de doble intensificador, que
se hicieron funcionar de acuerdo con las instrucciones del proveedor. Durante la homogeneizacion, el aparato se
enfrid6 con agua corriente del grifo y las muestras se mantuvieron en hielo. Las condiciones de homogeneizacién
variaron de 50-330 MPa durante 1-10 ciclos.

Dispersibilidad

Para determinar el aumento de la dispersabilidad acuosa de la preparacion de proteina de grano, las muestras se
diluyeron al 5 % en peso. Se centrifugd la materia seca (MS) y 45 g de dispersion en tubos de plastico de 50 ml a
1.360 g durante 10 minutos a 20 °C. Las cantidades de sobrenadante y el residuo se determinaron en peso. Los
sobrenadantes se recogieron para la determinacion del contenido de nitrégeno (de acuerdo con el procedimiento de
Kjeldahl; corregido por la contribucién de la caseina al contenido de nitrégeno, asumiendo que el caseinato se
distribuyd proporcionalmente sobre el sobrenadante y la fraccion de residuo). Para determinar el aumento de la
dispersabilidad acuosa de la preparacion de proteina de grano, los resultados obtenidos para la mezcla se
expresaron con relacion al nitrégeno total del grano y se compararon con los de las dispersiones de polvo de grano
(solamente) tratadas con homogeneizacion de polvo de grano en ausencia de caseinato y con los de las mezclas de
polvo de grano y polvo de caseinato que no hubieran sido homogeneizados. Los resultados de los experimentos se
resumen en la siguiente tabla.
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Dispersibilidad de la proteina de grano
(Nproteina de grano presente en el sobrenadante después de 10 min a 1.360 g en
comparacién con la cantidad total de nitrégeno proteico del grano)

Preparaciéon de | Combinacién de Referencia: Preparacion de Referencia: Mezcla de

la proteina de caseinato y proteina de grano y preparacion de proteina de

grano homogeneizacion a alta | homogeneizacion a alta grano y caseinato, sin
presion presion, sin caseinato homogeneizacion

Proteina de Hasta 45 %* Al maximo 5 %* Al méaximo 5 %*

grano de arroz

Proteina de Hasta 80 %* Al méaximo 15 %* Al méaximo 10 %*

salvado de

avena

Proteina de Hasta 37 %** Al maximo 5 % * Al méaximo 10 % *

maiz

*En funcién de la relacién de proteina de grano/caseinato, condiciones de homogeneizacion y pll, referencias a

pH no ajustado.

En mas detalle, la siguiente tabla muestra el efecto de aumentar la presion y/o el nidmero de ciclos en el
homogeneizador sobre la dispersabilidad de la proteina de grano de arroz (10 % de MS, relacion de grano de
arroz:caseinato 5:1, pH 7).

Presion # de | Dispersibilidad de la proteina de
[MPa] ciclos grano [%]

100 10 14

150 10 45

La siguiente tabla muestra el efecto de aumentar la presion y/o el nimero de ciclos en el homogeneizador sobre la
dispersabilidad de la proteina de salvado de avena (10 % de MS, relacién de salvado de avena:caseinato 20:1, pH
6,3).

Presion # de | Dispersibilidad de la proteina de
[MPa] ciclos grano [%]
50 1 17

50 2 24

50 5 39

50 10 47

100 1 28

100 2 43

100 5 59

100 10 63

50 5 33

100 5 61

150 5 66

La siguiente tabla ilustra que el aumento del pH de 7 a 8 tuvo un efecto positivo sobre la dispersabilidad de la
proteina de grano de arroz (relacion grano de arroz:caseinato 10:1; 150 MPa, 10 ciclos, 10 % de MS), en
combinacién con una etapa de presurizacién disruptiva.

Tratamiento de | Dispersibilidad de proteina de grano | Dispersibilidad de proteina de grano
dispersion: de pH 7 [%] de pH 8 [%]

presurizacion 36 45

disruptiva

La siguiente tabla ilustra que la variacion de la proporcién de grano de arroz: caseinato afecta la dispersabilidad de
la proteina del grano (150 MPa, 10 ciclos, 10 % de MS, pH 7).

Relacion de grano de | Dispersibilidad de la proteina
arroz:caseinato de grano [%]

10:1 36

5:1 45

1:1 40
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La siguiente tabla ilustra que al variar la relacion de salvado de avena:caseinato afecta la dispersabilidad de la
proteina del grano (100 MPa, 10 ciclos, 10 % de MS, pH 6,3).

Relacion de salvado de | Dispersibilidad de la proteina
avena:caseinato de grano [%]

20:1 63

10:1 80

La tabla mas abajo ilustra que aplicando otro tipo de homogeneizador (homogeneizador Stansted de sobremesa)
capaz de operar a presiones mas altas; la etapa de presurizacion disruptiva es mas efectiva que en un
homogeneizador Panda (GEA) limitado a un funcionamiento a un maximo de 150 MPa.

Muestra Presion [MPa] # de | Dispersibilidad de Ila
ciclos proteina de grano [%]

10 % de MS, grano de arroz: caseinato sodico | 200 5 31

5:1,pH7

10 % de MS, salvado de avena: caseinato | 200 1 50

sodico 5:1, pH 6,3 turrax-prehomogeneizado

10 % de MS, salvado de avena: caseinato | 200 + Opcion de | 1 43

sodico 5:1, pH 6,3 turrax-prehomogeneizado microfluidizador

De los resultados anteriores se concluy6 que es posible mejorar significativamente la dispersabilidad de diferentes
proteinas de granos mediante un procedimiento que involucra caseina y una tecnologia disruptiva.

Tamafios de particulas

La tabla mas abajo muestra algunos tamafios de particulas tipicos medidos mediante el uso de un Malvern
MastersizerX (Sysmex) operado de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Las muestras se suspendieron en
el Malvern Hydro 2000G en agua desmineralizada (bomba a 1.500 rpm, agitando a 300 rpm). Como puede verse en
la tabla mas abajo, la etapa de homogeneizacién dio como resultado una clara disminucién del tamafio de particula
(valor promedio de 2 series de muestras medidas por duplicado). La centrifugaciéon a 1.360 g dio como resultado la
eliminacion de la fraccion de particulas mas grandes dando como resultado una fraccion sobrenadante que contiene
particulas hibridas mas pequefias.

Particulas hibridas | Particulas hibridas Proteina de grano Mezcla no
en sobrenadante después de homogeneizada en homogeneizada
lahomogeneizacién n ausencia de caseinato
D32 Da3 D32 (um) Das (um) Ds,2 (M) Das (um) D32 Da3
(Lm) (Lm) (Lm) (pm)
Salvado de | 0,2 0,8 0,8 4,1 8,7 13,2 56,1 2542
avena (20:1,
10* 100 MPa,
pH 6,3)
Grano de arroz | 0,3 0,5 10,2 27,7 8,9 17,9 71,8 103,7
(5:1, 10* 100
MPa, pH 7)

Estabilidad térmica

Un ensayo de estabilidad térmica en una dispersién coloidal de particulas hibridas de salvado de avena-caseinato
(salvado de avena:caseinato 20:1, 10 % de MS, pH 6,3, 10*100 MPa) en comparacion con proteina de salvado de
avena homogeneizada en ausencia de caseinato (10 % de salvado de avena) y mezcla no homogeneizada de
salvado de avena y caseinato (20:1). El ensayo de estabilidad térmica se realizé al 2,5 % de MS. Las dispersiones
se mantuvieron a 90 °C durante 35 min. Posteriormente se centrifugaron (10 min de centrifugacién a 1.360 g). Se
determiné la estabilidad térmica expresada, como el porcentaje de proteina que quedaba en el sobrenadante. Las
particulas hibridas eran mas termoestables en comparacion con el salvado de avena homogeneizado en ausencia
de caseinato (10 % de salvado de avena) y mezcla no homogeneizada de salvado de avena y caseinato (20:1).
Especialmente, las particulas hibridas de las que se eliminaron las particulas mas grandes mediante centrifugacion
(10 min a 1.360 g) no mostraron visualmente sedimentacion después del calentamiento.

La Figura 1 muestra imagenes de muestras calentadas durante 35 min a 90 °C, incubadas durante la noche a + 4 °C
(NO centrifugadas). De izquierda a derecha: mezcla no homogeneizada de salvado de avena y caseinato (20:1),
mezcla homogeneizada de salvado de avena y caseinato (20:1), mezcla homogeneizada y centrifugada de salvado
de avena y caseinato (20:1) y salvado de avena proteica homogeneizada en ausencia de caseinato (10 % de
salvado de avena).
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Ademas, se realiz6 una prueba de estabilidad térmica (2,5 % de MS, 30 min a 90 °C) en una dispersion coloidal de
particulas hibridas de grano de arroz-caseinato (grano de arroz:caseinato 5:1, 10 % de MS, pH 7, 10*100 MPa) en
comparacioén con la proteina de grano de arroz homogeneizada en ausencia de caseinato (10 % de grano de arroz)
y mezcla no homogeneizada de grano de arroz y caseinato (20:1). La estabilidad térmica se realiz al 2,5 % de MS.
Se vio claramente que las particulas hibridas eran mas termoestables en comparacién con el grano de arroz
homogeneizado en ausencia de caseinato (10 % de grano de arroz) y mezcla no homogeneizada de grano de arroz
y caseinato (5:1). Especialmente, las particulas hibridas de las que se eliminaron las particulas mas grandes
mediante centrifugacion (10 min a 1.360 g) mostraron visualmente una pequefia sedimentacién después del
calentamiento. La Figura 2 muestra una imagen de muestras calentadas durante 30 minutos a 90 °C, centrifugadas
a 1.360 g durante 10 min a TA. De izquierda a derecha: mezcla homogeneizada de grano de arroz y caseinato (5:1),
mezcla homogeneizada y centrifugada de grano de arroz y caseinato (5:1), proteina de grano de arroz
homogeneizada en ausencia de caseinato (10 % de grano de arroz) y mezcla no homogeneizada de grano de arroz
y caseinato (5:1).

La tabla mas abajo muestra la estabilidad térmica después de calentar durante 30 min a 90 °C (2,5 % de MS),
expresada como el porcentaje de proteina que se determina en el sobrenadante (10 min de centrifugacién a 1.360 g)
en comparacién con las muestras no calentadas. Puede verse claramente que para las particulas hibridas se
mantiene mas proteina en el sobrenadante después del calentamiento, lo que indica que las particulas hibridas son
mas termoestables que las muestras de control.

% de proteina en el sobrenadante (10 min de centrifugacién a
1.360 g) después de calentar durante 30 min a 90 °C (2,5 % de
MS) (en comparacién con las muestras no calentadas)

Grano de arroz (relacion de
proteina de grano: caseinato
5:1, 10 % de MS, 10*100 MPa)
(%)

Salvado de avena (relacién de
proteina de grano: caseinato
5:1, 10 % de MS, 10*100 MPa)
(%)

mezcla homogeneizada de proteina de | 25,3 46,4
grano y caseinato (particulas hibridas)
mezcla homogeneizada y centrifugada de | 86,5 84,0

proteina de grano y caseinato (particulas
hibridas después de la centrifugacion)

Proteina de grano homogeneizada en | 0,9 8,5
ausencia de caseinato
mezcla no homogeneizada de proteina de | 13,6 38,0

grano y caseinato

La estabilidad de las mezclas de caseinato de avena calentadas a (2.5 % de MS; 30 min 90 °C) (preparadas en una
relacion de salvado de avena: caseinato 10:1, 10 %, pH 6.3, 10*100 MPa) y las referencias también se determinaron
mediante el uso de un Turbiscan™ AGS (formulacion); las muestras analizadas fueron:

S1 = Salvado de avena:caseinato 10:1, 10 % de MS, 10* 100 MPa, pH 6,3

S2 = Sobrenadante de S1 (después de centrifugacion durante 10 min a 1.360 g)
R1 = Salvado de avena: caseinato 10:1 sin tratamiento

R2 = salvado de avena, 10 % de MS, 10* 100 MPa, pH 6,3

R3 = 10 % de caseinato

Las mediciones se realizaron en celdas de medicidon de vidrio cilindricas. La fuente de luz aplicada fue un LED
infrarrojo cercano a pulso. Dos sensores 6pticos simultaneos recibieron respectivamente la luz transmitida a través
de la muestra (0° de la radiacion incidente) y la luz retrodispersada por la muestra (135° de la radiacion incidente). El
cabezal de lectura 6ptico escaneé la longitud de la muestra, adquiriendo datos de transmision y retrodispersion cada
40 pm. Las muestras se midieron cada dos horas durante 26 horas a 30 °C. Al comienzo de la medicion Turbiscan,
la muestra de referencia Salvado de avena:caseinato 10:1 sin tratamiento (R1), ya estaba separado en fases. Las
otras muestras eran homogéneas al inicio de la medicion.

Para comparar la desestabilizacion de las diferentes muestras, se utilizé el célculo del indice de Estabilidad de
Turbiscan (TSI). El TSI suma todas las variaciones de la muestra, lo que da como resultado un namero Unico que
refleja la desestabilizaciéon de una muestra determinada. Cuanto mayor sea el TSI, mas fuerte sera la
desestabilizacion de la muestra.
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Se encontr6 que las particulas hibridas de salvado de avena-caseinato eran mas estables que las referencias,
mezcla no homogeneizada de salvado de avena y caseinato (R1) y salvado de avena homogeneizado (R2) (como se
esperaba la solucién de caseinato era estable (R3)). El mas estable fue S2, la fraccion del sobrenadante de la
mezcla homogeneizada de caseinato de salvado de avena. Después de 22 horas, tenia un valor de TSI de 2, en
comparacion con 30 para R2, 8 para R1 y 4 para R3.

Mas resultados para la proteina de maiz

Con mas detalle, la siguiente tabla muestra el efecto del pH durante la homogeneizacion sobre la dispersabilidad de
la proteina de maiz (relacion de la proteina de maiz:caseinato 5:1).

Descripcion de la | Tipo de homogeneizador Presion Dispersibilidad de la | Da3s D32

muestra [MPay # de | proteina de grano | (um) (um)
ciclos] [%]

Proteina de maiz y Homogeneizador Panda (GEA) | 150/10 33 8,1 1,2

caseinato mezcla
ajustadaa pH 7 (10 %

de MS)

Mezcla de proteina de | Homogeneizador Panda (GEA) | 50/1 & 330/5 | 37 1,8 0,3
maiz y caseinato seguido de Stansted, sistema

ajustadaapH 7 (5% de alta presion de doble

de MS) intensificador

Proteina de maiz Homogeneizador Panda (GEA) | 1.500/10 <5 58,7 0,3
ajustadaa pH 7

Proteina de maiz y Sin homogeneizacion - <10 338,3 | 111,2

caseinato mezcla
ajustada a pH 7

Proteina de Maiz y Homogeneizador Panda (GEA) | 1.500/10 22 1,4 0,2
caseinato mezcla

ajustada a pH 8

Proteina de Maiz Homogeneizador Panda (GEA) | 1.500/10 30 15 0,2
ajustada a pH 9

e Guia del operador, capitulo 6, Malvern Mastersize X: D4,3 = diametro medio del volumen y D3,2 = diametro medio
del area superficial, también conocido como la media de Sauter.

Ejemplo 2: Tecnologias de dispersion

En este ejemplo se prob¢ la influencia de diferentes procedimientos de dispersién en la produccion de dispersiones
de proteinas vegetales con mejor estabilidad. Se produjeron cuatro dispersiones de partida:

A) 10 % de polvo de salvado de avena, 1 % de caseinato sodico
B) 10 % de polvo de grano de arroz, 1 % de caseinato sddico
C) 10 % de polvo de salvado de avena

D) 10 % de polvo de grano de arroz

Las suspensiones se usaron a su pH natural. Las dispersiones se sometieron a varios tratamientos.
Secado por pulverizaciéon (ejemplo comparativo)

El secado por pulverizacion se realiz6 mediante el uso de un secador piloto equipado con una boquilla de presion
Schlick 121 que se hizo funcionar mediante el uso de una presion de pulverizacidon de 80 bar. La temperatura de
entrada y salida fue de 170 °C y 70 °C respectivamente. La temperatura del producto fue de 50 °C. Se produjeron
dos variantes diferentes mediante el uso de la dispersion A: 1. La suspension se seca por pulverizacion directamente
2. La suspension se homogeneiza a una presiéon de 35 MPa antes del secado por pulverizacién. después de un dia
de almacenamiento los polvos producidos se disolvieron a una concentracion del 10 %. Para dispersar
adecuadamente el polvo las soluciones se sometieron a turrax durante 1 minuto mediante el uso de un turrax de
laboratorio IKA a 14.000 rpm. Subsecuentemente, las soluciones se almacenaron durante la noche a 4 °C. La
estabilidad de estas suspensiones se analiz6 diluyendo primero la dispersion por un factor de dos y luego
centrifugando durante 10 min a 1.360 g. Los resultados se muestran en la tabla a continuacion.

Muestra | Dispersibilidad [%)]
A-1 5
A-2 7
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Dispax (ejemplo comparativo)

Los dispositivos rotor-estator se usan con frecuencia como herramientas de dispersion. Aqui usamos el
reactor/homogeneizador IKA "DISPAX" para dispersar las dispersiones mencionadas anteriormente.

Las suspensiones se bombearon a 20 °C a través del Dispax a dos velocidades (10 L/h y 20 L/h, correspondientes
con un tiempo de referencia dentro de la camara de mezcla de aproximadamente 30 s y 15 s respectivamente).
Durante el tratamiento con Dispax la temperatura ascendié a un maximo de 60 °C. Las suspensiones producidas se
analizaron para determinar su estabilidad mediante el uso del procedimiento de centrifugacion mencionado
anteriormente. Los resultados se muestran en la tabla a continuacion.

Muestra Dispersibilidad [%]
A-101/h 9%
A-201/h 5%
B-101/h 0%
B-201/h 0%
C-101/h 9%
C-201/h 7%
D-101/h 0%
D-201/h 0%

Los resultados muestran que Dispax es menos efectivo que la homogeneizacién repetida a alta presién para
producir una suspensién estable. Esto se puede explicar por el hecho de que la homogeneizacién a alta presion
generalmente introduce mas energia en el producto que un Dispax (108 J/m® en comparacioén con 107 J/md).

Ultrasonido (ejemplo comparativo)

Se sabe que el ultrasonido es un procedimiento intensivo que consume mucha energia. Tipicamente alrededor de
10° J/m® se agrega durante el tratamiento con ultrasonido. Las pruebas se realizaron mediante el uso de la
configuracion de Cavitus US a escala de laboratorio con un volumen de aproximadamente 1 L. El dispositivo US
rellenado con un producto (a 15 °C) y se aplicé US durante 2, 4, 8 0 12 min. Cada prueba se realizé6 con material
nuevo. Se uso la potencia maxima, correspondiente a 900 W. Durante el tratamiento, la temperatura ascendié a 25
(2 min), 40 (4 min), 53 (8 min) y 60 °C (12 min). Las suspensiones producidas se analizaron para determinar su
estabilidad mediante el uso del procedimiento de centrifugacion mencionado anteriormente. Los resultados se
muestran en la tabla a continuacion.

Muestra Dispersibilidad [%]
A -2min 9%
A -4 min 10 %
A -8 min 7%
A-12min | 9%
B -4 min 0%
B-12min | 0%

A pesar de que el tratamiento de US consume mucha energia, la estabilidad de las suspensiones producidas es
mucho menor que la de las suspensiones producidas mediante el uso de la homogeneizacion a alta presién (ver
arriba). Dado que las particulas de sedimentacion en las muestras tratadas con US parecian ser bastante
voluminosas, especulamos que se produjeron particulas proteicas vegetales muy pequefias que floculaban, lo que
deshace parcialmente el efecto del tratamiento de US.

Molino coloidal (ejemplo comparativo)

Los molinos coloidales funcionan segun el principio rotor-estator: un rotor gira a altas velocidades (2.000 - 18.000
rpm). Los altos niveles resultantes de cizallamiento hidraulico aplicados al liquido de proceso pueden romper las
estructuras del fluido. Las muestras (AD) se trataron a temperatura ambiente y velocidad maxima mediante el uso de
un IKA MagicLAB® (equipado con mddulo MK/MKQO). Como puede verse en la tabla mas abajo no se observé
ningun efecto significativo del tratamiento en presencia de caseinato (muestra A vs. C y muestra B vs. D).
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Muestra | Dispersibilidad [%]
A 11

B 0

C 10

D 1

Microfluidizador (procedimiento de acuerdo con la invencion)

La microfluidizacién es otra pieza de dispersion que consume mucha energia. Los experimentos se realizaron
mediante el uso de un Microfluidizador de Microfluidos Modelo M-110Y mediante el uso del disruptor tipo z (H30Z)
con una dimension interna de 200 micrones. Las suspensiones se pasaron a través del microfluidizador 3 veces. Al
comienzo del experimento, las suspensiones estaban a temperatura ambiente. Después del tratamiento con el
microfluidizador, la temperatura habia aumentado a 30 °C o0 45 °C cuando se usaba una presion de 40 MPa.

Muestra Dispersibilidad [%]
A -40 MPa | 20

B - 40 MPa
C - 40 MPa
D - 40 MPa

o|©v|Oo

Los resultados muestran que la presencia de caseinato aumenta la estabilidad de la suspension de avena.

Ejemplo 3

El siguiente experimento demuestra que el caseinato se une a las particulas proteicas vegetales durante la etapa
disruptiva. Se prepararon particulas hibridas de proteina de grano de arroz y caseinato en una relacion de polvo de
grano de arroz:polvo de caseinato de 5:1, 10 % de MS, pH 6,9, 10* 100 MPa. Antes de su uso, la solucién de
caseinato se centrifugé al 10 % de MS durante 1 ha 100.000 g y subsequentemente se filtré (2x) a través de un filtro
de 0,45 um. Las dispersiones al 10% de MS de las particulas hibridas (homogeneizadas), la mezcla no
homogeneizada de polvo de grano de arroz y caseinato, el polvo de grano de arroz homogeneizado en ausencia de
caseinato y el caseinato se diluyeron al 5 % de MS y se centrifugaron durante 10 min a 1.360 g (20 °C).

Los sobrenadantes se filtraron subsecuentemente a través de filtros de 0,8 um y se analizaron en cuanto al
contenido de caseinato mediante el uso de la HPLC de fase inversa. La tabla mas abajo muestra claramente que
para las particulas hibridas (mezcla homogeneizada de grano de arroz y polvo de caseinato) esta presente menos
caseinato en el filtrado en comparacién con las referencias, mezcla no homogeneizada y solucién de caseinato. Esto
indica claramente la interaccién de la proteina de caseinato con la proteina del grano de arroz, evitando que parte
del caseinato atraviese la membrana.

Como se esperaba en el filtrado de la dispersion de polvo de grano de arroz homogeneizado, no se pudo determinar
caseinato u otras proteinas en el intervalo de deteccion. Como el contenido de caseina en el filtrado de la referencia
de caseinato esta de acuerdo con el valor estimado, el tamafio de poro seleccionado (0,8 pm) es completamente
permeable para la proteina de caseinato.

Contenido de caseinatos (%)
Mezcla no homogeneizada 0,82
Mezcla homogeneizada (particulas hibridas) | 0,47
Polvo de grano de arroz homogeneizado No detectadas
Solucién de caseinato 0,80

Ejemplo 4: Bebida de &cido lactico

Se usaron particulas hibridas preparadas a partir de proteina de salvado de avena (relacion grano-
proteina:caseinato = 10:1, 10*1.000 bar, pH 6,3) para la preparacién de una bebida de acido lactico (BAL) de
acuerdo con una receta estandar. Se us6 como referencia un BAL a base de lacteos.

Las recetas contenian azlcar, pectina y acido y fueron tratadas con UHT. El producto se evalué después de 1
semana de almacenamiento a 5 °C.

Se encontré que las dos variedades eran estables visual, fisica y microbiolégicamente. La composiciéon y el pH

fueron bien comparables. Se determiné que el sabor, la textura y la sensacion en la boca de todas las muestras eran
buenos.
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Receta REFERENCIA LAD no | LAD de base hibrida no
saborizada saborizada
Muestra 1 2
Matriz de leche Leche X
Crema X
Permeado de | x
suero
Particulas X
hibridas
Anélisis
Grasa 1,02 % 0,28 %
Proteina 0,59 % 0,72 %
pH 4,01 3,84
Color Blanca Poco beige
Evaluacion fisico- Estable Sin suero Estable Sin suero
quimica

Ejemplo 5: efecto de los caseinatos vs. caseina micelar o leche en polvo

La siguiente tabla muestra el comportamiento de otro tipo de caseina(tos) en relacion con el caseinato sodico sobre
la dispersabilidad tanto del salvado de avena como de la proteina del grano de arroz (normalizada en caseinato
sédico y corregida por la dispersabilidad en ausencia de caseina(caseinato)). Se realizaron diez ciclos de
homogeneizacién a 100 MPa, 10 % en peso. de materia seca; relacion peso a peso preparacion de proteina vegetal:
caseina(caseinato) 5:1 y pH 6,3 (salvado de avena) o pH 7 (grano de arroz). El rendimiento del caseinato sédico se
compar6 con el del caseinato de calcio (Excellion CaCasS, FrieslandCampina DMV; 92,6 % de proteina), aislado de
caseina micelar (MCI 80, Refit, FrieslandCampina DOMO; 80,3 % de proteina), leche en polvo desnatada a
temperatura media (SMP, 33,1 % proteina) y caseinato sédico desamidado *. En la configuracién experimental, las
adiciones de caseinato de calcio, MCl y SMP se estandarizaron en proteinas mediante el uso de caseinato como
referencia. Claramente puede verse que de los diferentes tipos de preparaciones de caseina(caseinato), los
caseinatos sédicos (desamidados) funcionan mejor. El caseinato de calcio funciona mejor que la caseina micelar y el
SMP con proteina de salvado de avena.

Tabla: dispersabilidad (normalizada en caseinato sédico = 100 %)

Caseinato sédico | Caseinato de | SMP MCI Caseinato sédico
calcio desamidado
proteina de salvado | 100 44 5 0 109
de avena
Proteina de grano | 100 0 0 0 99
de arroz

* Se prepar6 caseinato sodico desamidado de la siguiente manera: a una dispersion de caseinato sédico al 40 %
(EXCELLION EM7, FrieslandCampina DMV) agitada a 50 °C, se afiadi6 Proteina Glutaminasa (Amano) en una dosis
de 5 unidades por gramo de proteina. Después de 5 h la enzima se inactivé por calor calentando la dispersion a 90
°C durante 10 min. Después de enfriar, el material se liofilizé para obtener un prototipo de polvo de caseinato sodico
desamidado.

Ejemplo 6: Efecto de la pre-homogeneizacién

Se homogeneiz6 una dispersion acuosa de MS al 10% de polvo de salvado de avena durante 9 ciclos a 100 MPa
(R2). Subsecuentemente, se afiadi6 caseinato para obtener una relacion grano-proteina en polvo: polvo de
caseinato de 10:1. A continuacién, el lote se dividié en 4 partes iguales. Una parte se homogeneizé nuevamente
durante 1 ciclo a 100 MPa (S1), a una parte se le dio un tratamiento estatico de alta presién de 100 MPa (S2), una
parte se calent6 a 70 °C y se mantuvo a esa temperatura durante 1 h (S3), la cuarta parte no se tratd
nuevamente(S4). En la tabla mas abajo se da la dispersabilidad de la proteina de grano después de las diferentes
muestras tratadas.

Muestra | Descripcién Suplemento de proteina
vegetal/proteina vegetal total (%)
R2 Avena homogeneizada (9x 100 MPa) | 9,8
S1 Mezcla de homogeneizacién + 1x 100 | 60,2
MPa
S2 Mezcla en unidad HP 5 min 100 MPa 10,9
S3 Mezclaa 1 h 70 °C 9,8
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(continuacion)

Muestra | Descripcion Suplemento de proteina
vegetal/proteina vegetal total (%)
S4 Mezcla fria < 10 °C 10,9
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REIVINDICACIONES

1. Procedimiento para la preparacion de una dispersiéon acuosa que comprende particulas proteicas coloidales
dispersas en un fluido acuoso, cuyas particulas proteicas coloidales comprenden caseinato y una o mas proteinas
vegetales de una semilla de una planta de la familia Poaceae, comprendiendo el procedimiento
a) proporcionar una dispersion intermedia de caseinato y particulas que comprenden dicha una o mas proteinas
vegetales en un fluido acuoso; y
b) someter la dispersion intermedia a una etapa de presurizacién disruptiva que comprende el tratamiento en un
homogeneizador a una presion de al menos 40 MPa, en el que las particulas que comprenden la una o mas
proteinas vegetales se rompen y se forma la dispersion acuosa que comprende las particulas proteicas
coloidales.

2. Procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 1, en el que la relacion peso a peso de dicha proteina vegetal con
respecto a caseinato en la dispersion intermedia esta en el intervalo de 1:1 a 20:1, preferentemente en el intervalo
de 3:1 a 15:1, en particular en el intervalo de 4:1 a 12:1, mas en patrticular en el intervalo de 5:1 a 10:1.

3. Procedimiento de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que el contenido de proteina de
la dispersién intermedia esta en el intervalo de 1-30 % en peso. en particular en el intervalo de 5-25 % en peso, mas
en particular en el intervalo de 10-20 % en peso.

4. Procedimiento de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones anteriores en el que el contenido de dicha una o
mas proteinas vegetales en la dispersion intermedia es de al menos 25 % en peso, preferentemente al menos 50 %
en peso del contenido de proteina total en la dispersion intermedia, con mayor preferencia al menos 65 % en peso,
en particular al menos 80 % en peso.

5. Procedimiento de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que la presurizacién comprende
el tratamiento en un homogeneizador a una presién de 50-500 MPa, en particular 100-250 MPa.

6. Procedimiento de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que el pH durante la
presurizacién esta en el intervalo de 5,5-9,0, preferentemente en el intervalo de 6,0-8,0, en particular en el intervalo
de 6,3-7,5.

7. Procedimiento de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que dicha una o mas proteinas
vegetales son de un grano, preferentemente de un cereal o pasto seleccionado del grupo de arroz, avena, trigo,
maiz, cebada, centeno y sorgo, con mayor preferencia de un cereal o pasto seleccionado del grupo de arroz, avena,
trigo y maiz.

8. Procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 7, en el que una o mas proteinas vegetales en la dispersion
intermedia se seleccionan del grupo de proteinas del grano de arroz, proteinas de salvado de avena, particulas de
gluten, y prolaminas.

9. Procedimiento de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que las particulas que
comprenden dicha una 0 mas proteinas vegetales en la dispersion intermedia tienen un D(4,3) en el intervalo de 1
pm a 1 mm, preferentemente en el intervalo de 5-400 pm y/o en el que las particulas coloidales tienen un D(4,3) en
el intervalo de 0,2 yum a 4 pm, en particular de 0,4 a 2 um, determinado por dispersién dinamica de la luz.
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