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DESCRIGAO

“PRODUTOS AERADOS COM TEOR REDUZIDO DE CREME”

Campo da Invencgao

A presente invencdo refere-se a composigbdes, tal como
produtos alimentares, que incluem hidrocfobinas e gue apresentam

formacdo reduzida de creme.

Antecedentes da Invencgao

Uma grande variedade de alimentos contém um  gés
introduzido, tais como ar, azoto, didxido de carbono ou 6xido
nitroso. Tipicamente, as espumas alimentares sdo instdvels ao
longo de periodos de tempo superiores a varios dias (i. e., as
bolhas vao crescer e a espuma val colapsar) a nao ser gue O
produto seja congelado (e. g. um gelado) ou a naoc ser que a fase

continua do produto seja gelificada (e. g. mousse).

Actualmente, é dificil preparar um produto aerado em que a
espuma seja estdvel durante um prazo de validade de varias
semanas €, com alguma agitacdoc se necessdrio, va depois fluir.
Existem dois aspectos que ¢é preciso considerar: (a) a
estabilidade das bolhas ao longo de varias semanas; (b) a
prevengdo da ascensdc de bolhas de ar para a superficie devido a
diferenca de flutuabilidade entre as duas fases (denominada
formacdo de creme)., A formagdo de creme pode levar ao mau

aspecto de um produto e a perda de desempenho. Por exemplo, se
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uma espuma formar creme, entdo as bolhas podem tornar-se menos
estédveis e pode perder-se ar. Além disso, um produto de "fases
separadas" pode ter um aspecto muito menos desejavel para o

consumidor.

Tdealmente, esses produtos aerados devem conter uma espuma
em que as bolhas permanecem estdveils ao crescimento e a formagéo
de creme, mas na aplicacdo de uma gquantidade relativamente
pequena de agitag¢do (e. g. por sacudimento, agitag¢do ou sucg¢ao),

o produto vai fluir.

HA vArios mecanismos que degradam a qualidade de um
produto aerado. A desproporcionagdo e coalescéneia conduzem ao
crescimento de bolhas, alterando as propriedades do produto,
tais como a sua textura e aspecto fisico. A formagdao de creme
(devida a dimpulsdo hidrostdtica das bolhas de ar) conduz a
separagao vertical de fases no recipiente, resultando numa
grande proporcdao de bolhas prdximo da superficie superior e na
deplegéo de bolhas no fundo. Existem produtos alimentares
aerados em que ¢ desejdvel a formacdo de creme, e. ¢g. a espuma
na superficie da cerveja. No entanto, para produtos aerados que
requerem um tempo de vida da espuma para la de alguns minutos ou
horas (e. ¢g., ©0S gue reguerem um prazo de armazenagem), a
formacdo de creme leva a um aspecto indesejado. Também pode
levar a uma subsequente perda de ar devida a um empacotamento
mais proximo das bolhas na espuma e ao colapso da espuma gque dai

pode resultar.

Para a concepcdo de um produto em que ¢é impedida a
formacdo de creme e as bolhas no interior da espuma permanecem
estdveis ao longo de um prazo de armazenagem prolongado (desde 1

semana até, pelo menos, 3 ou mais semanas, refrigerado), héd dois
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pré-requisitos: a fase continua requer um limite de elasticidade
aparente ou tem de ser viscoeldstica para impedir as bolhas de
ascender devido a impulsdo hidrostdtica. As bolhas no interior
da espuma tém de ser estdvels a desproporciocnacdo e a

coalescéncia ao longo de todo o tempo de vida do produto.

Sumario da Invencgao

No pedido co-pendente WO 06/010425, verificou-se que uma
proteina fungica designada hidrofobina permite a producdc de
espuma com uma excelente estabilidade & desproporcionacdo e a
coalescéncia. A hidrofobina ¢é um agente de aeragdo que se
verificou conferir a espuma uma excelente estabilidade devido a
sua natureza tensoactiva. A hidrofobina também parece conferir
uma natureza altamente viscoeldstica a superficie das bolhas de
ar. Isto leva a uma boa estabilidade a despropcrcionagdo e a

coalescéncia.

Verificou-se, agora, gue a utilizacdo de hidrofobina em
associagao com estabilizadores que conferem um limite de
elasticidade aparente a fase continua conduz a produtos aerados
que também apresentam boa estabilidade a formagdo de creme,
superior a 3 semanas, gquando mantidos a temperaturas de
refrigeracdo. Em contraste, uma assoclagdo de estabilizadores
com outros agentes tensoactivos, tal como o caseinato de soédio

em vez de hidrofobina, ndo resultou numa espuma estdvel,.

Para abrandar a velocidade de formacdo de creme numa
espuma produzida utilizando hidrofobina como © agente aerante
tensoactivo, tem de ser concebida uma fase continua com

viscosidade ou limite de elasticidade aparente. A primeira sé
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val abrandar a velocidade da formacao de creme (através da lei
de Stoke), mesmo se se tornar a viscosidade muito alta. A
utilizacdo de uma fase continua com um limite de elasticidade
aparente, contudo, pode levar a uma situacdo em que ¢ impedida a
formacdo de creme, mas ainda com uma gquantidade relativamente
pequena de agitag¢ao, o produto val tornar-se menos espesso €

fluir.

Em conformidade, a presente invengdo proporciona uma
composicdo aerada capaz de fluir compreendendo hidrofobina e um
agente de tensao de escoamento, tendo a composigdo uma

viscosidade da fase continua, medida a uma velocidade de corte

de 10 s_l, de 0,01 a 2000 Pa.s e um limite de elasticidade

aparente da fase continua de, pelc menos, 4 Pa.

Numa forma de realizacdo, a hidrofobina estd em forma

substancialmente isolada.

De um modo preferido, a hidrofobina estd presente numa
quantidade de, pelo menos, 0,001% em peso, de um modo mais

preferido, pelo menos, 0,01% em pesoc e menos de 1% em peso.

De um modc preferido a hidrofobina é uma hidrofobina da

classe IT.

Numa forma de realizac¢do preferida, o agente de tensdo de
escoamento é um polissacédrido, de um modo mais preferido, um

polissacdrido bacteriano, tais como xantana e/ou goma gelana.

Numa forma de realizacao, a composicac aerada compreende

um espessante.



Numa forma de realizagao preferida, a composigao aerada

pode ser vertida.

De um modo preferido, a composicdao aerada ¢ um produto

alimentar aerado, tal como um produto alimentar refrigerado.

Noutro aspecto, a presente 1nvengdoc proporciona @ a
utiliza¢do de uma hidrofobina e um agente de tensdao de
escoamento para 1inibir a formagdo de creme numa composigdo

aerada que pode escoar.

Num aspecto relacionado, a préesente inven¢do proporciona
um método de inibicdoc da formagdo de creme numa composigdo
aerada, cujo método compreende a adigido de hidrofobina e de um
agente de tensdo de escoamento a composigdo antes e/ou durante a

aeracao da composigao.

Descricdo Pormenorizada da Invengao

Salvo definicdo em contrdrio, todos os termos técnicos e
cientificos aqui wutilizados tém o mesmo significado que o
vulgarmente entendido por uma pessoa com conhecimentos correntes
da matéria (e. g. no fabrico, gquimica e bioctecnologia de
confeitaria refrigerada/confeitaria congelada). As definigdes e
descricdes de varios termos e técnicas utilizados no fabrico de
confeitaria refrigerada/congelada sdo encontradas em Ice Crean,
42 Edicao, Arbuckle (1986), Van Nostrand Reinhold Company, Nova
Iorque, NI. As técnicas correntes utilizadas para métodos
moleculares e Dbioguimicos podem ser encontradas em Sambrook

et al., Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 3% Ed. (2001)
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Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, N.I., e
Ausubel et al., Short Protocols in Molecular Biology (1999)
42 Ed, John Wiley & Sons, Inc. - e na versdo completa intitulada

Current Protocols in Molecular Biology).

Hidrofobinas

As hidrofobinas sdao uma classe bem definida de proteinas
(Wessels, 1997, Adv. Microb. Physio. 38: 1-45; Wosten, 2001,
Annu. Rev. Microbiol. b55: 62b5-646) capazes de auto-agregagdo
numa interface hidréfoba/hidréfila e que tém uma sequéncia

conservada:

Xyl Ky gl GXy 1 ag G K o O X o G- K g G-X,, SEQ ID WO L

em que X representa qualquer amincdcido e n e m representam,
independentemente, um numero inteiro. Tipicamente, uma
hidrofobina tem um comprimento até 125 aminoadcidos. Os residuos
de cisteina (C) na sequéncia conservada sao parte de pontes
dissulfureto. No <contexto da ©presente 1invencac, o termo
hidrofobina tem um significado mais amplo para incluir proteinas
funcionalmente equivalentes que apresentam ainda a
caracteristica de auto-agregacao numa interface
hidréfoba-hidréfila resultando numa pelicula de proteina, tais

como as proteinas compreendendo a sequéncia:

Ko G-Xes0 O Ro5 G- Xy 100G Ke100 G Raso G- Ko s G-Xq50 G Xy SEQ ID N° 2

ou suas partes que apresentam, ainda, a caracteristica de auto-



agregacac numa interface hidrdfoba-hidréfila resultando numa
pelicula de proteina. De acordo com a definicdo da presente
invenc¢do, a auto-agregacdo pode ser detectada por adsorcao da
proteina a Teflon e wutilizacdao de dicroismo circular para

estabelecer a presenca de uma estrutura secunddria (em geral,

hélice a) (De Vocht et al., 1998, Biophys. J. T74: 2059-68).

A formagdac de uma pelicula pode ser estabelecida por
incubacdo de uma folha de Teflon na solugdo de proteina, seguida
por, pelo menos, trés lavagens com agua ou tampdo (Wosten et
al., 1994, EMBO. J. 13: 5848-54). A pelicula de proteina pode
ser visualizada por qualguer método adeguado, tal como a
marcacdo com um marcador fluorescente ou pela utilizacgao de
anticorpos fluorescentes, como estd bem estabelecido na técnica.
Tipicamente, m e n tém valores que variam de 0 a 2000, mas, mais
usualmente, m e n, no total, sdo inferiores a 100 ou 200. A
defini¢do de hidrofobina no contexto da presente invenc¢ao inclui
proteinas de fusdo de uma hidrofobina e de outro polipéptido bem
como conjugados de hidrofobina e outras moléculas, tal como

polissacaridos.,

As hidrofobinas identificadas até a data sao, geralmente,
classificadas como da classe I ocu da classe II. Ambos o0s tipos
foram identificados em fungos como proteinas segregadas que se
auto-agregam em interfaces hidrdfilas em peliculas anfipaticas.
Os agregados de hidrofobinas da classe I sdo relativamente
insoluvels, enquanto os de hidrofobinas da classe II dissolvem-

se facilmente numa variedade de solventes.

As proteinas semelhantes a hidrofobinas também foram
identificadas em bactérias filamentosas, tais como Actinomycete

e Steptomyces sp. (documento WO01/74864). ©Estas proteinas
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bacterianas, em contraste com hidrofobinas fungicas, formam sé
até uma ponte dissulfureto, uma vez que sé tém dois residuos de
cisteina. Essas proteinas sdac um exemplo de eqgquivalentes
funcionais de hidrofobinas tendo as sequéncias de consenso
ilustradas nas SEQ ID N° 1 e 2 e estdo dentro do ambito da

presente invencgao.

As hidrofobinas podem ser obtidas por extracgdo a partir
de fontes nativas, tal como funges filamentosos, por qualquer
processo adequado. Por exemplo, as hidrofobinas podem ser
obtidas por cultura de funges filamentosos que segregam a
hidrofobina para o meio de crescimento ou por extracgdo de
micélio fungico com etanol a 60%. E particularmente preferido
isolar as hidrofobinas de organismos hospedeiros que segregam
naturalmente as hidrofobinas. O0s hospedeiros preferidos sé&o
hifomicetos (e. g¢g. Trichoderma), basidiomicetos e ascomicetos.
Hospedeiros  particularmente  preferidos sdao  organismos de
qualidade alimentar, tal como Cryphonectria parasitica que
segrega uma hidrofobina denominada criparina (MacCabe e Van

Alfen, 1899, App. Environ. Microbiol. 65: 5431-543D).

Alternativamente, as hidrofobinas podem ser obtidas por
utilizagdo de tecnologia recombinante. Por exemplo, células
hospedeiras, tipicamente, microrganismos, podem ser modificadas
para exprimir hidrofobinas e as hidrofobinas podem, entdo, ser
isoladas e utilizadas de acordo com a presente invengdo. As
técnicas para introducgdoc de construgdes de 4cidos nucleicos gue
codificam  hidrofobinas nas células hospedeiras 540 bem
conhecidas na técnica. Mais de 34 genes que codificam
hidrofobinas foram clonados, a partir de mais de 16 espécies de
fungos (ver, ©por exemplo, documento W096/41882 que da a

sequéncia de hidrofobinas identificadas em Agaricus bisporus; e
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Wosten, 2001, Annu. Rev. Microbiol. 55: 625-646). A tecnologia
recombinante também pode ser utilizada para modificar sequéncias
de hidrofobinas ou sintetizar novas hidrofobinas tendo

propriedades desejadas/melhoradas.

Tipicamente, uma célula ou corganismo hospedeiro apropriado
é¢ transformado por uma construgdo de A4cidos nucleicos que
codifica a hidrofobina desejada. A sequéncia de nucledtidos que
codifica o polipéptido pode ser inserida num vector de expressido
adequado qgue codifica os elementos necessarios para a
transcrigaoc e tradug¢do e, de tal forma, que vao ser expressas em
condicbes apropriadas (e. g. com a orientagdo apropriada e
grelha de leitura correcta e com sequéncias alvo e de expressido
apropriadas). 0Os métodos necessdrios para construir estes
vectores de expressdo sao bem conhecidos pelos especialistas na

matéria.

Podem ser utilizados vArios sistemas de expressdo para
exprimir a sequéncia de codificacao dos polipéptidos. Estes
incluem, mas ndao estdao limitados a, bactérias, fungos (incluindo
leveduras), sistemas de células de insectos, sistemas de cultura
de células de plantas e plantas, todos transformados com OS
vectores de expressdo apropriados. Os hospedeiros preferidos sdao
aqueles que s5do considerados de qualidade alimentar,

“genericamente considerados comc seguros” (GRAS).

As espécies fungicas adequadas incluem leveduras, tais
como (mas ndo limitadas) as dos géneros Saccharomyces,
Kluyveromyces, Pichia, Hansenula, Candida, Schizosaccharomyces e
semelhantes, e espécies filamentosas, tais como (mas néo
limitadas) as dos géneros Aspergilius, Trichoderma, Mucor,

Neurospora, Fusarium e semelhantes.
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As sequéncias que codificam as hidrofobinas sao, de um
modo preferido, pelo menos, 80% idénticas ao nivel dos
aminodcidos a uma hidrofobina identificada na natureza, de um
modo mais preferido, pelo menos, 95% ou 100% idénticas. No
entanto, os especialistas na matéria podem fazer substituigdes
conservadoras ou outras alterag¢des de aminoacidcs que ndo
reduzem a actividade bioldgica da hidrofobina. Para o propdsito
da invengdo, estas hidrofobinas que possuem este elevado nivel
de identidade com uma hidrofobina de ocorréncia natural também

estao englobadas no termo "hidrofobinas™.

As hidrofobinas pode ser purificadas a partir de meios de
cultura ou extractos celulares, por exemplo, pelo processo
descrito no documento WO(01/57076 que envolve a adsorgdo a
superficie da hidrofobina presente numa solugdo contendo
hidrofobina e depois fazer contactar a superficie com um
tensoactivo, tal como Tween 20, para eluir a hidrofobina da
superficie. Ver, também, Collen et al., 2002, Biochim. Biophys.
Acta. 1569: 139-50; Calonje et al., 2002, Can. J. Microbiol. 48:
1030-4; Askolin et al., 2001, Appl. Microbiol. Biotechnol. 57:
124-30; e De Vries et al., 1999, Eur. J. Biochem. 262: 377-85.

Composigbes e produtos acsrados escodvels

Pelos termos “composicgdo capaz de fluir” ou “produto capaz
de fluir”, que aqui sdo utilizados indistintamente, pretende-se
significar uma composicdoc em que a composigdo vai fluir apds uma
quantidade relativamente pequena de agitacgéo (e. g. por
sacudimento, agitacdo ou sucgado), em Oposigdc a uma composicdao

sélida ou solidificada. As composic¢des capazes de fluir incluem
10



composicdbes que podem ser vertidas e composigdes semi-
solidificadas. A temperatura a que a fluidez da composigcao ou
produto ¢é considerada é a temperatura a qual o produto ¢é
normalmente servido. Por exemplo, a fluidez de um produto
refrigerado ¢, tipicamente, determinada a 5 °C, enguanto a
fluidez de um produto servido a temperatura ambiente ¢,
tipicamente, determinada a temperatura ambiente (20 °C). A
fluidez de produtos contendo gelo ¢, tipicamente, determinada a
-10 °C. As medigdes sdo, geralmente, realizadas a pressdo de

1 atm.

O termo "aerado" significa que o gds fol intencionalmente
incorporadc no produto, tal como por meios mecé&nicos. O gds pode
ser qualquer gdas, mas, de um modo preferido, particularmente no
contexto de produtos alimentares, ¢é um gads de qualidade
alimentar, tails como ar, azoto ou didxido de carbono. O grau de
aeragao ¢é, tipicamente, definido em termos de "aumento de
volume". No contexto da presente invengdo, a % de aumento de

volume é definida em termos de volume como:

((volume do produto aerado final - volume da mistura)/volume da

mistura) x 100

A quantidade de aumento de volume presente no produto vail
variar dependendo das caracteristicas desejadas do produto. Por
exemplo, o nivel do aumento de volume em artigos de confeitariga,
tal como mousses, pode ser tdo elevado como 200 a 250%. O nivel
do aumento de volume em alguns produtos refrigerados, produtos a
temperatura ambiente e produtos quentes pode ser inferior, mas
geralmente é superior a 10%, e. g. o nivel do aumento de volume

em batidos de leite é, tipicamente, de 10 a 40%.
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De um modo preferido, o nivel do aumento de volume € pelo
menos, de 10%, de um modo mais preferido, pelo menos, de 25 ou
50%. De um modo preferido, o nivel do aumento de volume ¢&

inferior a 400%, de um modo mais preferido, inferior a 300 ou

200%.
De um modo preferido, a espuma ¢ substancialmente
homogénea.

De um modo preferido, uma composicdo aerada da invencédo
val reter, pelo menos, 50% do seu volume da fase de ar inicial,
de um modo mais preferido, 75%, durante um periodo de, pelo
menos, 3 semanas, de um modo mais preferido, pelo menos, um més
(tipicamente medido apoés armazenagem a temperaturas de

refrigerag¢do (ca. 5 °C)).

De um modo preferido, o didmetro médio das bolhas na
composicdo ndo se vali alterar apreciavelmente ao longo de um
periodo de 3 semanas (tipicamente medido apds armazenagem a
temperaturas de refrigeracadao (ca. 5 °C)) em relacao ao tamanho

médio de quando foi inicialmente preparadco no tempo t=0. De um
modo preferido, o didmetro médio relativo das bolhas (dy) wvail

variar menos do gque um factor de 2,5 durante um periodo de

3 semanas e, de modo mais preferido, menos do que um factor de
2, O diametro relativo das Dbolhas (dy) no tempo = t € como

determinade nos exemplos através da equacao:

em que dg € o didmetro médio imediatamente apds a preparacgao,
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i. e. t =0 e dt é€ o didmetro médio das bolhas no momento = t.

Un método adequado para medir alteragdes do tamanho de
bolhas e volume de espuma ¢ por utilizagdo de uma técnica de
dispersdao de luz. Pode ser convenientemente utilizado o sistema
de medigdo Turbiscan TLab (Formulaction, Franca), que analisa a
luz tanto retrodispersada como transmitida a partir da amostra

aerada de interesse.

A espuma a ser analisada estd contida dentro de uma célula
de amostra cilindrica (e. ¢g. que tem um didmetro de 25 mm cheia

com 20 mL de espuma). E utilizada uma fonte de luz de

comprimento de onda A = 880 nm para fornecer a luz incidente e
dois sensores Opticos recebem a luz transmitida através da
amostra (180° em relacdo a luz incidente) e luz retrodispersada
(45° em relacdo a luz incidente) a partir da amostra. Em modo de
varrimento, o0s sensores Opticos wvarrem a altura do tubo
adquirindo dados tanto de transmissdo como de retrodispersdo em
fungdo da altura do tubo e do tempo. Assim, fendmenos de
migracdo (como a formagdo de creme) e alteragdes do tamanho das
particulas (tals como o tamanho das Dbolhas) podem  ser
monitorizados ao longo do tempo. A teoria relevante e exemplos
da wutilizagao do sistema de medigdao Turbiscan podem ser
encontrados em: Mengual et al., Colloids and Surfaces A, 1999,
152, 112-123; Rouimi et al., Food Hydrocolloids, 2005, 19,
467-478; além disso, notas de aplicagdoc e informacao util podem
ser obtidas do sitio do fabricante na Internet:

www.turbiscan.com

Experimentalmente, as alteragles do tamanho médio das

bolhas sao melhor observadas por variacgdes na luz
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retrodispersada através de uma drea da amostra em que ndo estdo
a ocorrer outras alteracgbes (tals como colapsco da espuma ou
formagdo de creme de bolhas). Aqui, utilizou-se &reas centrais
da espuma. O nivel de retrodispersdo (BS) estd ligado ao
percurso médio livre de transporte de fotdes, A*, através da

espuma pela relacgao:

A* estd dependente da fracc¢do de volume de gds, ¢, e o didmetro

médio da bolha d através de:

3¢-2)0

Q e g sdo, ambos, pardmetros opticos de teoria de Mie, em que Q
¢ o factor de eficiénecia da dispersdoc e g ¢ um factor de
assimetria. Para uma espuma de fracgao de ar de volume
conhecido, a alteracdo do didmetro médic das bolhas pode ser
monitorizada ac longo do tempo. Esta é calculada automaticamente

através do software Turbiscan.

Os parametros de medigdo exactos que podem ser utilizados

estdo indicados nos Exemplos.

A estabilidade da espuma (volume de espuma em funcéo do
tempo) e a extensdo da formagao de creme também podem ser

determinadas por um método visual observando estes fendmenos,
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nas espumas amostradas para provetas graduadas.

De um modo preferido, a extensdaoc da formagdo de creme é
tal que, apds armazenagem durante trés semanas, a 5 °C, a camada
de soro visivel por baixo do liquido aerado, formada no fundo do
recipiente contendo o produto devido a deplecao de bolhas de ar
na regido através da formacdo de creme, nado ultrapassa mais do
que 25% da altura total do produto dentro do recipiente. De um
modo mais preferido, ndo constitui mais do que 15 ou 20% da
altura total do produto dentro do recipiente. Esta é, de um modo
preferido, medida utilizando um método visual por observagido

deste fendmeno em espumas amostradas para provetas graduadas.

Os produtos alimentares - a temperatura ambiente (i. e.
produtos armazenados e/ou servidos a temperatura ambiente sem ©
requisito de refrigeracédo/congelacédo), refrigerado ou
parcialmente congelado (i. e. tipicamente, contendo gelo). O
termo "alimento" inclui bebidas. 0s produtos alimentares aerados
refrigerados incluem *“smoothies” e chd. Os produtos alimentares
aerados parcialmente congelados 1incluem bebidas com gelo e
outros prcdutos contendo gelo que sao fluidos a temperatura de
-10 °C (ver, por exemplo, o pedido de patente co-pendente

WO 06/010426 das mesmas requerentes).

Numa forma de realizagdo, © produto alimentar é um produto

de confeitaria.

Agentes de Tensdo de Escoamento

Os necessarios, limite aparente de viscosidade,

viscosidade e natureza viscoeldstica vado ndo sé6 depender da
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necessidade de evitar a formacaoc de creme, mas também vao ser
dependentes do tipo de produto aerado de interesse. Numa forma
de realizacdo, este é& uma espuma que pode ser vertida que vai
ter um limite de elasticidade aparente e uma viscosidade
relativamente baixa no cisalhamento (i. e., aumento da fluidez
por cisalhamento). Por exemplo, uma viscosidade de menos de

1 Pa.s dentro de um regime de corte de 10 a 100 s_l.

A formulagdo requer um agente ou agente de tensdo de
escoamento, que se define agqui como um ingrediente ou
ingredientes (molecular ou em particulas) cue confere um limite
de elasticidade aparente a fase continua, retardando ou
evitando, assim, a formacac de creme pelas bolhas de ar. Os
agentes de tensdo de escoamento também podem aumentar a
viscosidade a cisalhamento zero ou durante o fluxo. Por agitacgao
suave (e. g¢g. sacudimento ou mistura curta), no entanto, o
produto wvai fluir ou ser vertido porque a fase continua

apresenta comportamento de pseudoplasticidade.

As composig¢gbes da invengdo vao ter um limite de
elasticidade aparente da fase continua de, pelo menos, 4 Pa, de
um modo preferido, pelo menos, 4,2, 4,5 ou 5 Pa. Numa forma de
realizacdo, o limite de elasticidade aparente da fase continua é
inferior a 1 MPa, de um modo preferido, inferior a 100000 Pa. O
limite de elasticidade aparente da fase continua de uma
composicdo da invencdo pode ser determinado como descrito nos

Exemplos.

As composigBes da invencao também vao ter uma viscosidade

da fase continua, medida a uma velocidade de cisalhamento de 10

-1 .
s , de desde 0,01 a 2000 Pa.s, de um modo preferido, inferior a
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1000 Pa.s, de um modo mais preferido, inferior a 500, 200 ou 100
Pa.s. A viscosidade da fase continua para uma composicdo da

invenc¢do pode ser determinada tal como descrito nos Exemplos.

A temperatura a qual a fluidez, o limite de elasticidade
aparente e a viscosidade da composigdo ou produto é considerada
é a temperatura a qual o produto € normalmente servido. Por
exemplo, para um produto refrigerado estes pardmetros sao,
tipicamente, determinados a 5 °C, enquanto gue para um produto a
temperatura ambiente estes pardmetros sdo, tipicamente,
determinados & temperatura ambiente (20 °C) e para um produto
contendo gelo estes pardmetros sdo tipicamente determinados a -
10 °C. As determinagdes sdo, geralmente, realizadas a pressac de

1 atm.

Os ingredientes adequadocs que podem ser utilizados como
agentes de tensaoc de escoamento, particularmente em sistemas
alimentares, incluem polissacaridos gelificantes, dos guais

estao sumariados a seguir alguns exemplos nao limitativos:

- Biopolimeros gelificantes termorreversiveis, tais como

gelatina, jota- e kapa-carragenina e agar.

- Biopolimeros gelificantes que endurecem quimicamente,

derivando a sua estrutura de gel de uma interacg¢do entre o
. ‘o L . 2+
polissacarido e um iao apropriado, tal como Ca . Exemplos

incluem alginato de so6dio e pectina.

- Polissacdridos bacterianos, tais como xantana ou gelana
que podem formar comportamento do tipo gel fraco, que é

eliminado por tensdo de corte. De um modo preferido esses
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polissacdridos sdo adicionados para dar uma quantidade

final de, pelo menos, 0,4% em peso na mistura pré-aerada.

- Polissacaridos de fungos, tal como esguizofilano.

- Geles sinérgicos que compreendem de dois ou mais
biopolimeros que poden ser individualmente nao
gelificantes, mas que, por mistura, vao formar um gel ou
um gel com um médulo mais elevado. Exemplos incluem:
alginato de sédio com pectina, =xantana com goma de
alfarroba, agar com goma de alfarroba e kapa-carragenina

com goma de alfarrocba.

Varios agentes de tensdo de escoamento descritos acima séo
utilizados convencionalmente para gelificar produtos de modo a
que endurecam, e. g. gelatina. No contexto da presente invencgao,
para assegurar que o produto resultante ¢é fluido, wvao,

tipicamente, ser incluidos em niveis mais baixos.

Fontes de referéncia Uteis que descrevem polissacdridos e
0 seu comportamento em solugac sao: "Food Polysaccharides and
their Applications", ed. A. M. Stephen, Marcel Dekker 1Inc.,
2005. "Food Gels", ed. P. Harris, Elsevier, 1990.

Os polissacaridos gelificantes néo sdo 0s  unicos
ingredientes que podem ser utilizados como agentes de tensdo de
escoamento no contexto desta invencao. Pode ser utilizado
qualquer ingrediente (molecular ou em particulas) gue resulte
num limite de elasticidade aparente da fase continua. Outros

exemplos de agentes de tensdo de escoamento incluem:

- Lipogeles. Estes incluem, mas ndo estdc limitados a,
18



ésteres de poliglicerol de 4cidos gordos saturados, e
misturas de monoglicéridos de acidos gordos com ésteres de
dcido citrico de acidos gordos saturados ésteres de Aacido
ldctico de 4cidos gordos saturados, ou ésteres de 4&cido
diacetil tartdrico de &cidos gordos saturados. Tipicamente,
a quantidade de ingrediente lipogel seria inferior a cerca
de 2-5% em peso na mistura pré-aerada. Exemplos de como
produzir lipogeles podem ser encontrados em Heertje et al.,

Food Science and Technology, 1998, 31, 387-396.

- Proteinas gelificantes (termicamente ou guimicamente), e.

g. proteina de soro do leite.

- Emulsdes de &éleo em Agua, em que as particulas de 6leo
dispersas interactuam umas com as outras para dar uma fase

continua com uma natureza gelificada.

- Fibras, e. g. de frutos ou de origem vegetal, celulose

modificada, etc.

Ingredientes ndo gelificantes que aumentam a viscosidade

da fase continua (espessura)

Além dos agentes de tensdo de escoamento acima referidos,
também podem ser adicionados espessantes para aumentar a
viscosidade da mistura pré-aerada, permitindo, assim, © controlo
das propriedades de fluidez do produto aerado na utilizagdo.
Estes ndo déo origem a um limite de elasticidade aparente quando
utilizados individualmente, mas vao contribuir para a espessura
global e comportamento de fluidez do produto. Precisam, contudo,

de ser utilizados em associagdao com um agente ou agentes de
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tensdo de escoamento. Esses espessantes podem ser utilizados
para aumentar o "corpo" de um batido de leite aerado no momento

do consumo, por exemplo.

Exemplos ndo limitativos de espessantes sdo: amido ndo
gelificante, proteina do soro de leite, goma de alfarroba, goma
de guar, goma-ardbica ou carboximetilcelulose. O espessamento ou
viscosificagdo da mistura pré-aerada também pode ser conseguido
utilizando diversas outras vias de moléculas ou particulas. Por
exemplo, a adicdo de polpa de frutos ou vegetals, acgucares de
alto peso molecular tal como xarope de milho, ou a utilizagdo de
proteinas, e. g. proteina de soro do leite. Também podem ser
preparados alguns sistemas a base de emulsdes para espessar por
exemplo: guarnicgdes e natas batidas. Os lipogeles também podem
ser utilizados abaixo da concentragdo necessdria para formar um

limite de elasticidade aparente.

O ou os agentes de tensao de escoamento e 0s espessantes
quando presentes, sdao seleccionados e adicionados em quantidades
adequadas para dar um produto, antes da aeracao, que tenha o
limite de elasticidade aparente e a viscosidade desejados, como

discutido acima.

Os produtos alimentares aerados podem, opcionalmente,
conter outros 1ingredientes, tais como um ou mais dos seguintes:
outras proteinas, tal como proteinas lacteas, quer como
ingredientes puros ou como ingredientes liquidos, e. g. leite ou
nata; o¢leoc ou gordura, nomeadamente na forma de uma fase
emulsionada; acucares; sals; corantes e aromas; emulsionantes
quimicos, tais como monoglicéridos, cha ou café;

purés/extractos/sumos de frutas ou de vegetals; estabilizadores

ou espessantes, tais como polissacdridos; conservantes;
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inclusbes, tais como nozes, frutos, caramelos de leite.

Para produtos nac alimentares aerados, além de hidrofobina
e um agente espessante apropriado, podem ser incluidos outros
ingredientes para criar o tipo especifico de produtoc. Estes

incluem, mas nao estao limitados a:

- Tensoactivos anidnicos, catidénicos e nao 1dnicos.

- Acidos gordos, tais como &cido estedrico e dcido palmitico

e 4cidos gordos de mono/di- ou tri-glicéridos.

- Acidos ou bases, tais como &cido cloridrico e hidréxido de

sédio

- Conservantes, e. ¢g. acido benzdico

- Alcoois de acgucares, e. g. glicerol e sorbitol

- Polimeros, tais como PEG e carbdmero

A gquantidade de hidrofobina presente no produto vai
geralmente variar dependendo da formulagcdo do produto e do
volume da fase de ar. Tipicamente, o produto vai conter, pelo
menos, 0,001l% em peso de hidrofobina, de um modo mais preferido,
pelo menos, 0,005 ou 0,01% em peso. Tipicamente, o produto vai
conter menos do que 1% em peso de hidrofobina. A hidrofobina
pode ser de uma unica fonte ou de uma pluralidade de fontes, e.
g. a hidrofobina pode ser uma mistura de dois ou mais

polipéptidos hidrofobinas diferentes.

De um modo preferido, a hidrofobina é uma hidrofobina da
21



classe IT.

A presente invencdo também engloba composigBes para a
produgao de um produto aerado, tipicamente um produto alimentar,
de acordo com a presente invencgao, cuja composicdo compreende
uma hidrofobina e um agente de tensao de escoamento. Essas
compesigdes incluem  pré-misturas liquidas, por exemplo,
pré-misturas utilizadas na produgdo de produtos de confeitaria
refrigerados ou parcialmente congelados, e misturas secas, por
exemplo pds, ao quais é adicionado um liguido aquosc, tal como

leite ou agua, antes ou durante a aeragdo.

As composic¢des para a producdo de um produto refrigerado
ou parcialmente congelado da invencdo, irdo compreender outros
ingredientes, além da hidrofcbina e do agente de tensdo de
escoamento, que sao, normalmente, incluidos no produto, e. g. no
caso de produtos alimentares, acucar, gordura, agentes
emulsionantes, aromatizantes, etc. As composig¢des podem incluir
todos os restantes ingredientes necessdrios para fazer o produto
de tal modo gue a composicdo esteja pronta para ser processada,

i. e. aerada, para formar um produto aerado da invencgao.

As composicdes secas para a produgdo de um produto aerado
da invenc¢do vao também compreender outros ingredientes, além da
hidrofobina e do agente de tensdoc de escoamento, gue sdo,
normalmente, incluidos no produto, e. ¢g. no caso de produtos
alimentares, agucar, gordura, agentes emulsionantes,
aromatizantes, etc. As composig¢Bes podem incluir todos 05
restantes ingredientes ndo 1liquidos necessdrios para fazer o
produto de tal modo que tudo o que o utilizador precisa é de
acrescentar um liquido aguoso, tal como agua ou leite e a

composicdo estd pronta para ser processada para formar um
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produto aerado da invengdo. Estas composicdes secas, exemplos
das quais incluem pds e granulados, podem ser concebidas tanto
para utilizacdc industrial como ©para venda a retalho e

beneficiam de volume reduzido e maior prazo de validade.

A hidrofobina ¢é adicionada numa forma e numa guantidade
tal que esteja disponivel para estabilizar a fase de ar. Pelo
termo "adicionada" significa-se que a hidrofobina é
deliberadamente introduzida no produto com o objectivo de tirar
partido das suas propriedades de estabilizacdo de espuma.
Consequentemente, quando estdo presentes ou sao adicionados
ingredientes que contém contaminantes fungicos, que podem conter
polipéptidos de hidrofobina, isto ndoc constitui adig¢do de

hidrofobina dentro do contexto da presente invencgdo.

Tipicamente, a hidrofobina ¢é adicionada ao produto numa
forma tal que seja capaz de auto-agregagao numa superficie

ar-liquido.

Tipicamente, a hidrofobina ¢ adicionada ac produtc ou
composicdes da invencao numa forma isolada, tipicamente, pelo
menos, parcialmente purificada, tal como, pelo menos, 10% de
pureza, com base no peso de sdélidos. Por "adicionada na forma
isolada", significa-se que a hidrofobina ndo é adicionada como
parte de um organismo de ocorréncia natural, tal como um fungo,
que exprime naturalmente hidrcfobinas. Em vez disso, a
hidrofobina, tipicamente, fol extraida de uma fonte de
ocorréncia natural ou obtida por expressdo recombinante num

organismo hospedeiro.

Numa forma de realizacdo, a hidrofobina ¢é adicionada ao

produto em forma monomérica, dimérica e/ou oligomérica (i. e.
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que consiste em 10 unidades moncoméricas ou menos). De um modo
preferido, pelo menos, 50% em peso da hidrofobina adicionada
estd em, pelo menos, uma destas formas, de um modo mais
preferido, pelo menos, 75, 80, 85 ou 90% em peso. Uma vez
adicionada, a hidrofobina vai tipicamente sofrer agrega¢cao na
interface ar/liquido e portanto seria de esperar que diminuisse
a quantidade de mondémero, dimero e oligdmero.

Numa forma de realizacgdo, a hidrofobina é adicionada as
composicbes aeradas da invencdo numa forma isolada, tipicamente,

pelo menos, parcialmente purificada.

Pode utiliza-se a associag¢do de hidrofobina € um ou mais
agentes de tensdo de escoamento tanto para estabilizar a fase de
ar numa composigcdo fluida aerada (geralmente por inibig¢do de
engrossamento das bolhas, i. e. verificou-se que as hidrofobinas
ndo s estabilizam o volume da espuma mas também o tamanho das
bolhas no seio da espuma) e para inibir a formacao de creme na
composicao conferindo as caracteristicas recoldgicas apropriados

a fase continua.

Noutro aspecto, a presente invencdo pode ser aplicada a
composi¢gbes aeradas solidificadas ou congeladas, em gue a
formagdo de creme é um problema no periodo de tempo necessdrio
para que o produto solidifique ou congele. Em conformidade, a
presente inveng¢do também proporciona um método para inibir a
formacdo de creme numa composigdoc aerada solidificada ou
congelada antes da solidificacdo ou congelamento da composicao,
cujo método compreende a adigcdo de hidrofobina e um agente de
tensdo de escoamento a composigdo antes ou durante a
solidificacdc ou congelacdo do produto. De um modo preferido o

tempo que o produto leva a congelar ou solidificar é superior a
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1 hora. DNuma forma de realizacao preferida, o produto,
imediatamente depois da aeracao, tem uma viscosidade da fase

continua inferior a 100 Pa.
A presente invencdo val agora ser adicionalmente descrita

com referéncia aos seguintes exemplos que 580 apenas

ilustrativos e ndo limitativos.

Descricdo das Figuras

Figura 1: Viscosidade em fungdo da tensdo de cisalhamento
para solu¢bes contendo 0,1% de hidrofobina da classe II

(HFBII) e 0,3, 0,4 e 0,5% de xantana.

Figura 2: Viscosidade em uma funcao da velocidade de
cisalhamento para solugdes contendo 0,1% de HFBII e 0,3,

0,4, e 0,5% de xantana.

Figura 3. Didmetro médio das bolhas em relag¢do ao no tempo
t=0 em funcédo do tempo para espumas estabilizadas com
caseinato de sédio (Na Cas), leite em pd desnatado (SMP),

éster de poliglicerol (PGE) e HFBII.

Figura 4. Estabilidade da espuma para formacdo de creme
para espumas estabilizadas por um agente de tensoactivo

com 0,5% de xantana na fase aquosa.

Figura 5: Didmetro médio das bolhas em relagdo ao no tempo
t=0 em fun¢do do tempo para as espumas feitas utilizando

HFBII com diferentes concentracdes de goma xantana.
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Figura 6. Estabilidade a formacdo de creme para espumas de

HFBII com xantana na fase continua.

Figura 7: Imagens de espumas contendo 0,1% de HFBII com
(esquerda), 0,3% de xantana apds 5 meses de armazenagem
(centro), 0,4% de xantana apdés 6 semanas de armazenagem
(direita), 0,5% de xantana apdés 5 meses de armazenagem a b

°C.

Figura 8: Imagens de espuma contendo 0,1% de HFBII e 0,5%
de xantana apds 5 meses de armazenagem a 5 °C. Espuma
colocada em proveta graduada de 100 mL (esquerda) e grande
plano (direita), mostrando um grau muito pequeno (<5% em

volume) de separacdo de fases (formacadao de creme).

Figura 9: Imagens de um produto de batido de leite aerado
contendo 0,1% de HFBII e 0,41% de xantana feito de fresco
(esquerda) e apds 3 semanas de armazenagem a 5 °C
(direita), mostrando pouca formacgao de creme ou

crescimento de bolhas.

Figura 10: Imagens de um produto batido de fruta aerado
contendo 0,1% de HFBII e 0,41% de xantana feito de fresco
(esquerda) e apdés 3 semanas de armazenagem a b5 °C
(direita), mostrando pouca formacgao de creme ou

crescimento de bolhas.
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EXEMPLOS

Metodologias Experimentais

Descreve-se, aqui, a base dos métodos experimentais
utilizados para medir as propriedades das espumas e a reoclogia
das solugbes de produtos que estao compreendidas nesta invenc¢ao.
Os parametros experimentais exactos escolhidos para as

determinag¢des estdo descritos no Exemplo.

Determinacbées de FEstabilidade da Espuma, Tamanho das

Bolhas e Formacdo de Creme

O principal método para medir alteragdes do tamanho de
bolhas e a extensdo da formacdo de creme em amostras de espuma
foi a utilizagdo de uma técnica de dispersao de luz. Utilizou-se
0 sistema de medicdo Turbiscan TLab (Formulaction, Francga), dque
analisa tanto a 1luz retrodispersada como a transmitida pela
amostra aerada de interesse. Isto estéd descritc acima em mais

pormencr.

Também se observou a estabilidade da espuma (volume de
espuma em func¢do do tempo) e a extensao da formagao de creme por
um método de visual, por observacdo destes fendmenos em espumas

amostradas para provetas graduadas.

Medicdo da viscosidade da fase continua e limite de

elasticidade aparente

Uma medida da viscosidade da fase continua e do limite de
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elasticidade aparente das misturas nao aeradas foli feita por
utilizacdao de reologia. Os pormenores experimentais exactos
estdo sumariados nos Exemplos. Para determinar uma medida do
limite de elasticidade aparente e a viscosidade a cisalhamento
zero das misturas a partir do log da tensao de cisalhamento em
funcéao de log de dados de viscosidade, o regime de redugao da
viscosidade com o aumentc da taxa de deformacao das curvas foi
ajustado a um modelo de Hershel-Bulkley. Considera-se que a
viscosidade aparente é a tensdao de corte minima que provoca o
aparecimento do aumento da fluidez por corte. Este ¢ um método
corrente utilizado pelos especialistas na matéria. Referéncias
uteis que descrevem este comportamento podem ser encontradas em
Stokes e Telford (Journal of Non-Newtonian Fluid Mechanics,
2004, 124, 137-146) e Barnes, Hutton e Walters (An Introduction

to Rheology, Rheology Series 3, Elsevier Science, 1989).

Exemplo 1: Espumas estdveis fluidas com formacdo de creme

reduzida

Materiais e Formulagdes

Exemplos de produtos refrigerados aerados foram preparados
utilizando 3 tipos de proteina tensocactiva (A a C) e um

emulsionante formador de lipogel (D):

Caseilnato de Sédio (Na Cas)
Leite em P& Desnatado (SMP)

Hidrofobina (HFBII) de Trichoderma reeseil

o O 9w

Ester de poliglicerol de acidos gordos saturados (PGE)
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Os pormenores dos materiais utilizados estdo sumariados na
Tabela 1 e as formulag¢des a partir das quais foram preparadas

amostras de espumas refrigeradas estdo apresentadas na Tabela 2.

As espumas foram preparadas € armazenadas a temperaturas
de refrigeracao (5 °C). A sua estabilidade da espuma, em relacao
ao tamanho das bolhas e a formacdo de creme foram monitorizadas

ao longo do tempo utilizando o instrumento Turbiscan.

Tabela 1. Ingredientes utilizados com informagac do fornecedor

Ingrediente Composigdo Fornecedor
Caseinato de sddio 88-90% de proteina, DMV International,
1,5% de gordura, 6% de Holanda
humidade
Leite em pd desnatado 33-36% de proteina, United Milk, UK

0,8% de gordura, 3,7%
de humidade

Ester de poliglicerol 100% de gordura Danisco

(PGE 55)

HFB 1T Purificada a partir de VIT Biotechnology,
T. reesei* Finlandia

Goma xantana polissacarido CP Kelco

(Keltrol RD)

* Hidrofobina da classe II purificada a partir de Trichoderma reesei,
essencialmente como descrito no documento WO00/58342 e Sob et al., 2001,
Biomacromolecules 2: 511-517).
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Tabela 2. Formulacdes
Mistura | Mistura | Mistura | Mistura | Mistura | Mistura | Mistura
A B C D E F G

Ingrediente Concentracdc % em peso
Caseinato de 3,4 0,5 — — — — —
sédio
leite em pd - — 10,4 — — — —
desnatado
PGE 55 — - - — - -— 0,5
HFB 1T — — — g,1 0,1 Q,1 -—
Goma xantana 0,5 0,5 0,5 0,5 0,4 0,3 0,5
Aqua 96,9 99,0 89,1 99, 4 99,5 99,6 99,0

Preparagdo e Andlise dos Produtos Aerados

Preparagdo das misturas

Todas as misturas foram feitas em lotes de 100 g. Para as

Misturas A,

desnatado,

misturadas

tempeéeratura

aquecidas

assegurar

misturas foram arrefecidas e armazenadas a b5

posterior.

e

(a 55

que

B e C

ambiente.

as

°C,

(contendo caseinato de sdédio e leite em pd

respectivamente),

adicionadas

proteinas

As

lentamente a

solugdes

para Na Cas e a 40

foram

agua

foram devidamente

com

°C para o SMP)
hidratadas.

a proteina e a goma =xantana foram
agitacdo a

subsequentemente

para

As

°C até utilizacao

A mistura G foli preparada misturando a goma xantana em pd

e 0 PGE em po,

fria e,

depois,

conjuntamente,

aquecendo a

30

°C

com

agitagao

dispersando em 4gua desionizada

60

durante




30 minutos. Esta solucdo foi, entdo, arrefecida e armazenada a 5

°C até utilizagao posterior.

Para as Misturas D, E e F (contendo HFB II), a xantana foi
primeiramente dispersa em dgua fria, com agitacdo, durante, pelo
menos, 30 minutos. Em seguida, adicionou-se a esta a
concentragdo necessaria de HFB II como uma aliquota. A solugdo
foi, entdo, suavemente sonicada num banho de ultrassons durante
30 segundos para dissolver completamente a HFB II. A mistura foil

arrefecida, e armazenada a 5 °C até utilizacdo posterior.

Os niveis elevados de caseinato de Na e SMP foram
escolhidos uma vez que as concentragdes de proteina sdo
proporciocnais aos niveils encontrados em bebidas de batidos de

leite vendidas comercialmente.

Processo de Aeracdo

80 mL de mistura foram submetidos a corte num aparelho com
um recipiente com agitacac (arrefecido a 5 °C) a uma velocidade
de 1200 rpm durante um periodo de tempo gue correspondia a
obtencdo de 100% de aumento de volume. Os tempos de aeragdoc para
atingir 100% de aumento de volume estdo sumariados na Tabela 3.
O eguipamento com recipiente com agitagdo consiste num
recipiente de ag¢o inoxiddvel com camisa, cilindrico, montado
verticalmente, com proporg¢des internas de 105 mm de altura e 72

mm de didmetro.

O rotor utilizado para cortar a amostra é constituido por
um impulsor rectangular de proporgdes correctas para raspar a

superficie interior do recipiente a medida gue roda (dimensdes
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72 mm x 41,5 mm). Também ligadas ao rotor estdo duas léaminas
semicirculares (60 mm de didmetro) de a&alto poder de corte,
posicionadas num Aangulo de 45° em relagcdo ao dispositivo de
montagem rectangular. Apds a aeracao, as amostras foram
armazenadas a 5 °C em provetas graduadas de 100 mL ou frascos

Turbiscan correntes antes de andlise posterior.

Amostra |Tempo de aeragdo/min | Aumento de volume/%
Mistura A 1 100
Mistura B 1,16 100
Mistura C 1 100
Mistura D 2 100
Mistura E 2 100
Mistura F 2 100
Mistura G 10 100

Tabela 3. Tempo de arejamento e aumento de volume para as

misturas A-G

Determinacbes da Viscosidade e do Limite de Elasticidade

Aparente

As medigdes reoldgicas foram efectuadas wutilizando um
redmetro AR-G2 (TA Instruments Ltd., Crawley, ©UK). Foram
realizadas experiéncias de fluxo interrompido em misturas néo
aeradas para determinar curvas de viscosidade em funcac da
tensao de corte e de viscosidade em fungac da velocidade de
corte. Todas as medig¢des foram realizadas a 5 °C (utilizando

arrefecimentoc controlado Peltier). Foi utilizada uma geometria
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de cone e prato. O cone era feito de ago inoxiddvel e tinha
6 mm de didmetro com um angulo de 2°. A partir destes dados, foi
possivel fazer graficos da viscosidade em fungdo da tensdo de
corte e da viscosidade em funcac da velocidade de corte.
Utilizando o modelo de Hershel Bulkley (gue se ajusta aos dados
no extremo dos dados da tensao de corte elevada), pode ser

determinado um limite de elasticidade aparente.

Medigcdo da FEspuma FE da Estabilidade das Bolhas e da

Extensdo da Formag¢do de Creme Na Espuma

A estabilidade da espuma e das bolhas ai formadas foi
medida utilizandc o Turbiscan TLab, cujos pormenores de
funcionamento foram discutidos anteriormente. Isto permite a
determinacao das seguintes em funcdo do tempo: (1) O volume de
espuma (i. e., medicac da perda de fase de ar global). (2) O
tamanho médio das bolhas. (3) A extensdo da formacdo de creme na

espuma.

A espuma produzida foi colccada num tubo de amostra de
vidro Turbiscan até uma altura de cerca de 42 mm, correspondendo
a, aproximadamente, 20 mlL de espuma. O equipamento varre e mede
entao tanto a luz retrodifundida como transmitida entre a altura
de 2 e 55 mm. As medicgdes foram feitas durante um periodo de
vdrias semanas. Uma vez que os dados sdo recolhidos ao longc de
toda a altura da amostra, a partir destes, os valores médios dos
perfis de retrodispersdo entre limites definidos (altura
inferior e superior) ddo informagdo especifica em relagdo a
alteragdes na amostra nessa area, e. ¢g. dimensdo das bolhas ou

formacdo de creme.
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Tamanho das bolhas: A partir dos dados de retrodispersao
medidos entre 20 e 30 mm, o tamanho médio das bolhas foi
calculado automaticamente a partir da luz retrodispersada. Os
indices de refraccdo foram tomados como os da agua e do ar. A
fracgcdo de volume da fase de ar da espuma era 0,5. Embora a
fracgao de volume da fase de ar da espuma possa variar ao longo
do tempo, particularmente se ndo é estdvel e ocorre formagdo de
creme, verificou-se que fazer medicBes entre 20 e 30 mm de
altura da amostra dava dados de tamanho que sdo fidveis salvo se
a espuma fosse muito instdvel. Se a espuma fosse altamente
instdvel, entdo, os dados sobre o tamanho necessitam de ser
tratada com cuidado num sentido quantitativo mas podem ser

comparados com a de outras espumas.

Formagdo de creme na espuma: A extensdo da formacdo de

creme na espuma foi medida por dois métodos.

1. Dispersdao da luz utilizando o Turbiscan: A Juantidade
de formacgac de creme na espuma ac longo do tempo fol determinada
pela medicdo da alteragcdo na luz retrodifundida ao 1longo do
tempo entre a altura da amostra de 0 a 10 mm. A medida que a
espuma forma creme, ¢ de prever que a intensidade de
retrodifusdo entre estas alturas diminua, uma vez que mails luz
val ser retrodifundida na presen¢ga de bolhas de ar. Estes dados
foram obtidos, principalmente, para as espumas com HFBII porque
a estabilidade das Dbolhas significa que as alterag¢gbes da
retrodifusdo podem ser atribuidas somente a alteragdes do volume
das bolhas de ar no interior de uma regido da célula da amostra.
Para espumas menos estdveis que apresentam tanto um crescimento
rapido das bolhas como a formagdo de creme, € mais dificil
desconvolucionar quantitativamente os dois uma vez que ambos 0S

pProcessos ocorrem ao mesmo tempo.
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2. Observagbes visuais numa proveta graduada. 100 mL da
espuma produzida foram colocados numa proveta graduada de
100 mL e o topo coberto com pelicula aderente para evitar a
secagem da parte de cima da espuma. Foram registadas a altura da
espuma e a altura do soro (fase continua) & medida que a espuma
forma creme ao longo do tempo. Mesmo gquando 0o crescimento das
bolhas e separacdc do soro (formagdo de creme) ocorrem ao mesmo
tempo, a extensdo da formagdao de creme pode Sser expressa

quantitativamente.

Resultados e Discussao

Viscosidade e Limite de Elasticidade Aparente das Misturas

A viscosidade e o limite de elasticidade aparente da
mistura é importante na prevencdo ou controlo da velocidade com
que as bolhas formam creme. Portanto, na formulacao de produtos
aerados em que é parada a formag¢do de creme, ¢ apropriado fazer
alguma andlise da reologia para ajudar na capacidade de
previsdo. Descreve-se aqui algumas das principais
caracteristicas reoldgicas das Misturas D, E e F, contendo 0,1%
em peso de HFBII e 0,5, 0,4 e 0,3% em peso de xantana em

solugdo, respectivamente.

As Figuras 1 e 2 mostram, ambas, condigdes reoldgicas
importantes para possibilitar espumas que se pode vazar. O0s
dados da Figura 1 mostram o efeito da concentracdo de xantana no
limite de elasticidade aparente e na viscosidade da solugédo.
Utilizando o modelo de Hershel Bulkley (gue se ajusta aos dados

no extremo dos dados de tensao de corte elevada), pode ser
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determinadc um limite de elasticidade aparente. A partir dos

dados, calcula-se para:

0,3% em peso de solugao de =xantana com 0,1% de hidrofobina -

limite de elasticidade aparente = 2,8 Pa

0,4% em peso de solugao de xantana com 0,1% de hidrofobina -

limite de elasticidade aparente = 4,5 Pa

0,5% em peso de solugdo de xantana com 0,1% de hidrofobina -

limite de elasticidade aparente = 5,5 Pa

O limite de elasticidade aparente é o principal parémetro,
que vail governar a velocidade e a extensdo da formacdo de creme.
Os dados da Figura 2 mostram o efeito da concentrac¢do de xantana
na viscosidade das misturas com cisalhamento elevado. Sugere-se

que a viscosidade da mistura a taxas de cisalhamento entre 10 e
-1, . . . . . .
100 s ¢ comparavel a viscosidade que seria experimentada no

fluxo ou consumo. Para cada uma das concentracbes de xantana, a

viscosidade da mistura no regime de velocidade de cisalhamento

de 10 2 100 s | & inferior a 1 Pa.s.

Estabilidade das Bolhas

A alteracdo do tamanho médio relativo das bolhas relativa
(dy) nas espumas em funcgdo do tempo estd ilustrada na Figura 3.

No caso da HFBII, as bolhas sdo muito estdaveis e ndo se observou
alteracdo do tamanho médio apds varias semanas de armazenagem na
refrigeracao. 0,5% de PGE também apresenta uma boa estabilidade,

embora o tamanho de médio das bolhas aumente gradualmente. Além
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disso, o nivel de PGE utilizado (0,5% em pesc) é mais elevado do
que o normalmente permitido em produtos alimentares. Cada das
proteinas nao-HFB apresenta fraca estabilidade. Ocorre
crescimento rédpido das bolhas em apenas algumas horas para cada
uma das misturas aeradas. O engrossamento destas espumas acelera
no curto tempc de vida, em Gltima andlise conduzindo a

desagregacgao completa da espuma.

Formacdo de Creme da Espuma

A Figura 4 mostra as alteracgfSes da retrodispersdo em
fun¢do do tempo na gama de alturas de 0 a 10 mm no frasco da
amostra. No caso de PGE e HFBII, em que se demonstrou que O0s
tamanhos das bolhas se mantinham praticamente constantes durante
periodos de tempo longos (particularmente com HFBII), € evidente
que a retrodispersdao também naoc altera significativamente. SO se
observou uma pequena quantidade de formacao de creme ao longo de
escalas de tempo longas (durante 1000 horas, o que equivale a

mais de um més).

No caso das espumas estabilizadas pelas proteinas ldacteas
(SMP e Na Cas), a interpretacdo dos dados de dispersdo da luz ¢
um tanto mais complexa, uma vez que tanto a formagao de creme
como © crescimento das bolhas vdo ocorrer concorrentemente. No
entanto, podem ser feitos alguns comentarios gerais. Utilizando
uma concentracdo de 0,5% de xantana, no tempo = 0 as bolhas séo
de tamanho inicial compardvel ao das feitas com HFBII. Por 1sso0,
esperamos que a formacdo de creme seja inibida neste ponto. No
entanto, ocorre o) crescimento de bolhas (devido a
desproporcionacdo e coalescéncia) conduzindo a uma diminuic¢do da

retrodifusdo medida. Finalmente, as bolhas vao exceder um
37



didmetro médio critico e depois vdo comecar a formar creme
a medida que a impulsdo hidrostética excede o limite de
elasticidade aparente mantendo as bolhas no seu lugar. Embora a
presenca de goma xantana confira ao sistema um limite de
elasticidade aparente gue se espera va evitar a formacdo de
creme das bolhas pequenas (ca. <200 pm de didmetro),
eventualmente, as bolhas crescem para além deste e o limite de
elasticidade aparente ndo ¢ suficiente para impedir a ascenséo
das bolhas. Este processo e o crescimento de bolhas adicional,
conduz a uma velocidade acelerada de decréscimo da retrodifusdo

ao longo do tempo.

A espuma estabilizada por HFBII mostra, claramente, uma
estabilidade superior a de qualquer dos outros tensoactivos aqui

investigados.

Efeito da concentracdo de xantana (i. e., efeito do limite

de elasticidade aparente)

Os dados apresentados nas Figuras 5 e 6 demonstram o
efeito da concentracao de xantana, e por isso do limite de
elasticidade aparente, na extensdo da formagcdo de creme numa
espuma que consiste em bolhas estdveis produzidas utilizando

0,1% de HFBII.

Na Figura 5, ¢é claro que ©para uma concentracdo de
0,5% de =xantana, ao longo de um periodo de 1000+ horas, o
tamanho das bolhas na 4drea da amostra medida se altera muito
pouco. Diminuindo a concentra¢dao de xantana para 0,4% conduz a
uma pequena diminuigdo do tamanho medido das bolhas ao longo de

periodos de tempo longos. Isto nado ¢é provavelmente devido a
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encolhimento das Dbolhas, mas sim devido & formacdao de creme
pelas bolhas. As bolhas maiores ascendem para fora da zona de
medicdo, deixando uma maior proporcac de bolhas na zona de
medicao. Isto conduz a uma diminuicgao aparente do tamanho médio
das bolhas. O mesmo efeito é observado para 0,3% de xantana ao
longo de um periodo de tempo mais curto. O efeito € mais
rapidamente devido ao menor limite de elasticidade aparente.
Deve ser salientado, contudo, que as alteraglBes observadas a
concentragdes de 0,4 e 0,5% de =xantana sdo relativamente

pequenas.

As conclusbes retiradas da Figura 5 estdo, ainds,
demonstradas na Figura 6. Esta mostra a extensdo da formagdo de
creme através da retrodispersdao medida no fundo do frasco de
amostra (0 a 10 mm). Claramente, para 0,5% de xantana a formac¢do
de creme ¢é inibida com apenas uma pequena quantidade de camada
de soro visivel aparente apds mais de um més de armazenagem. A
formacdo de creme ocorre mais rapidamente e numa maior extensao
a medida que ¢ reduzida a quantidade de xantana e o limite de
elasticidade aparente ¢é reduzido. Estas alteragbes ocorrem ao
mesmo tempo que as alteragdes do tamanho das bolhas observadas

na Figura 5.

O aspecto visual das espumas aeradas contendo HFBII e
xantana apds armazenagem a 5 °C estd apresentado nas Figuras 7 e
8. E claro que, depois de um tempc de armazenagem prolongado,
utilizando 0,5% de xantana como o agente espessante, a formacgdo
de creme a partir das bolhas ¢é quase completamente inibida e
apenas se pode observar uma ligeira separac¢dao de fases.
Utilizando 0,4% de =xantana, ha& uma maior quantidade (embora
ainda sé pequena) de formacdo de creme. Utilizando 0,3% de

xantana, o limite de elasticidade aparente ndo é suficientemente
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grande para evitar a forma¢cdo de creme durante o© tempo de
armazenagem. Este produto especifico ndo seria aceitavel (o
nivel de separacgdo de soro observado no fundo do frasco excede
10% apds 3 semanas), ao passo que, utilizando 0,4 e 0,5% de
xantana, seria aceitdvel (o nivel de soro era inferior a 10%

apdés 3 semanas) .

Em conformidade, uma vez que o limite de elasticidade
aparente da fase continua calculado acima para 0,3, 0,4 e 0,5%
de xantana é 2,8, 4,5 e 5,5 Pa, respectivamente, as requerentes
determinaram que o limite de elasticidade aparente deve ser pelo

menos cerca de 4 Pa.

Exemplo 2: Batido de leite com chocolate aerado

Umn batido de leite com chocolate aerado foi preparado como
se segue. Fol adquirido um batido de leite disponivel
comercialmente (Frijj™ Thick Fresh Milkshake, produzido por
Dairy Crest Ltd, Shropshire, RU). Este é um produto nao aerado
e, de acordo com a lista de ingredientes, continha: leite
desnatado, leite inteiro, agucar, amido de milho modificado, pd
de cacau com teor de gordura reduzido, leitelho em pd e
estabilizadores (carragenina e goma de guar). Adicioncu-se goma
xantana lentamente ao batido de leite, com agitacdo, até uma
concentracao de 0,5% em peso. Esta foi, entao, misturada durante
20 minutos para permitir que a goma xantana ficasse
completamente hidratada. Um volume conhecido de solugdo de
hidrofobina a 0,5% em peso de hidrofobina foi aerada até 400% de
aumento de volume utilizando um dispositivo manual Aerolattem™,
Este foi adicionado ao batido de leite batido para dar um

produto de batido de leite aerado com 100% de aumento de volume,
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uma concentragcao global de hidrofobina de 0,1% em peso & uma
concentracao global de xantana de cerca de 0,41% em peso. O
produto batido de leite aerado foi entao armazenado a 5 °C e a
sua estabilidade monitorizada ao longo de um periodo de trés
semanas. A Figura 9 mostra que apds 3 semanas, © produto batido
de leite aeradc retinha uma fase de ar estédvel que ndo formou
creme ou colapsou e ndo mostrou crescimento de bolhas

significativo.

Exemplo 3: Batido de fruta aerado

U “smoothie” de fruta aerado foi preparado utilizando uma
bebida Vie Shots™, produzida por Unilever UK como uma base de
puré de fruta. A bebida Vie Shot™ continha: puré de banana
(28%), concentrado de sumo de laranja (26%), concentrado de sumo
de cenoura (23%), concentrado de sumo de abdbora (14%), polpa de
laranja (4%), concentrado de sumo de limao, concentrado de
cereja acerola (1,5%) e pectina de magd. O pH fol medido (a
temperatura ambiente) para ser 4,17. Adicionou-se goma xantana
lentamente ao puré de fruta, com agitagao, até uma concentracgdo
de 0,5% em peso. Este foi, entdo, misturado durante 20 minutos
para permitir que a goma xantana ficasse <completamente
hidratada. Um volume conhecido de solugac de 0,5% em peso de
hidrofobina foi aerado até 400% de aumento de volume utilizando
um dispositivo manual Aerolatte™. Este foi adicionado ao puré de
fruta para dar um produto “smoothie” de fruta aerado com
aproximadamente 100% de aumento de wvolume, uma concentragéo
global de hidrofobina de 0,1% em peso e uma concentracdo global
de =xantana de cerca de 0,41% em peso. O produto “smoothie” de
fruta aerado foi entdo armazenado a 5 °C e a sua estabilidade

monitorizada ao longo de um periodo de trés semanas. A Figura 10
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mostra que apds 3 semanas o produtc “smoothie” de fruta aerado
retinha uma fase de ar estdavel e ndo ocorreu crescimento de

bolhas ou formacao de creme significativa.

Lisboa, 8 de Fevereiro de 2011
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REIVINDICACOES

Composicgao aerada capaz de fluir compreendendo
hidrofobinae um agente de tensdc de escoamento, tendo a
composigao uma viscosidade da fase continua, medida a uma
velocidade de cisalhamento de 10 s{, de desde 0,01 a 2000
Pa.s, e um limite de elasticidade aparente da fase

continua de, pelo menos, 4 Pa.

Composigdo aerada de acordo com a reivindicagao 1,

compreendendo, pelo menos, 0,001% em peso de hidrofobina.

Composicdo aerada de acordo com a reivindicagdao 1 ou a
reivindicagdo 2, em que a hidrofobina estda em forma

isolada.

Composicao aerada de acordo com qualquer das
reivindicagbes 1 a 3, em que a hidrofobina ¢ uma

hidrofobina da classe IT.
Composicao aerada de acordo com qualquer das
reivindicagdes anteriores, em que o agente de tensao de

escoamento & um polissacarido.

Composicdo aerada de acordo com a reivindicagdao 5, em que

0 polissacdrido é xantana e/ou goma gelana.

Composicao aerada de acordo com qualquer das

reivindicag¢des anteriores que compreende um espessante.

Composicgdo aerada de acordo com qualquer das



10.

11.

reivindicag¢des anteriores que pode ser vertida.

Composicao aerada de acordo com qualquer das
reivindicagbes anteriores que ¢ um produto alimentar

aerado.

Produto alimentar aerado de acordo com a reivindicacdo 9

que ¢ um produto alimentar refrigerado.
Utilizacdo de uma hidrofobina e de um agente de tensao de

escoamento para inibir a forma¢do de creme numa composicdo

aerada capaz de fluir.

Lisboa, 8 de Fevereiro de 2011
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RESUMO

“PRODUTOS AERADOS COM TEOR REDUZIDO DE CREME”

E proporcionada uma composicdo aerada capaz de fluir que
compreende hidrofobina e um agente de tensdo de escoamento,

tendo a composic¢do uma viscosidade da fase continua, medida a
. -1
uma velocidade de corte de 10 s 7, de 0,01 a 2000 Pa.s, e um

limite de elasticidade aparente da fase continua de, pelo menos,

4 Pa.
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