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“COMPOSICAO CONGELADA, COMPOSICAO PARA A PRODUCAOQ DE
UM PRODUTO ALIMENTICIO CONGELADO E USOS DE HIDROFOBINA DE
CLASSE II”

CAMPO DA INVENCAQ

[001] A presente invengdo refere-se a produtos congelados que
incluem hidrofobinas.

ANTECEDENTES DA INVENCAQ

[002]) Durante a armazenagem, os cristais presentes nos
produtos congelados tendem a aumentar no tamanho como resultado de
processos dinamicos, tal como a recristalizacdo. Isto pode levar a
caracteristicas pobres do produto, tais como uma aparéncia pobre e um gosto
inaceitavel ef/ou danos aoc produto. Foi sugeride anteriormente o uso de
proteinas denominadas "proteinas anti-congelantes” (tambem conhecidas
como "proteinas de estruturagao do gelo") para inibir o processo da
recristalizacéo do gelo.

DesCRICAO RESUMIDA DA INVENCAD

[003] Foi veriticado que uma classe de proteinas encontradas
nos fungos, denominadas hidrofobinas, também tem a capacidade de inibir ©
crescimento de cristais de gelo em produtos congelados.

[004] Por consequinte, a presente invencdo apresenta uma
composicao congelada, tal como um produto alimenticio congelado, que
compreende hidrofobina, de preferéncia a hidrofobina na forma isolada. Em um
aspecto correlato, a presente invengao apresenta uma composicao congelada,
tal como um produto alimenticio congelado, que compreende a hidrofobina em
uma forma que tem a capacidade de montagem em uma superficie de ar-
liquido e uma composicao congelada, tal como um produto alimenticio
congelado, ao qual foi adicionada hidrofobina na dita forma.

[005] De preferéncia, a hidrofobina é uma hidrofobina da classe Il

[008] Em uma realizacao preferida, a hidrofobina esta presente
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menos 0,01% em peso.

Em uma realizagéo, a composi¢ao congelada é aerada. Em uma
outra realiza¢do, a composi¢ao congelada € nao aerada.

Em um aspecto correlato, a presente invengio apresenta uma
composicao para a obtengdo de um produto de alimento congelado da
invengéo, em que a composigdo compreende hidrofobina, de preferéncia a
hidrofobina na forma isolada, em conjunto com pelo menos um dos
ingredientes restantes do produto de alimento, e acomposigéo se apresenta na
forma ndo congelada. De preferéncia, a composicdo compreende todos os
ingredientes restantes do produto de alimento.

Em uma realizag&@o correlata, a presente invengéo apresenta uma
composicio seca para a obtengdo de um produto de alimento congelado da
invencdo, em que a composigdo compreende hidrofobina, de preferéncia a
hidrofobina na forma isolada, em conjunto com pelo menos um dos
ingredientes nao liquidos restantes do produto de alimento. De preferéncia, a
composicdo compreende todos os ingredientes ndo liquidos restantes do
produto de alimento.

A presente inveng¢ao também apresenta o uso de uma hidrofobina
em um método de inibigdo do crescimento de cristais de gelo em uma
composicio congelada. De preferéncia, a hidrofobina & usada para ‘inibir a
recristalizagao do gelo.

Em um aspecto correlato, a presente invengao também apresenta
o uso da hidrofobina em um método de modificagdo do habito de cristais de
gelo em uma composigéo congelada.

Em um aspecto correlato, a presente inven¢éo também apresenta
um método de inibicdo do crescimento de cristais de gelo, por exemplo, a
recristalizagao do gelo, em uma composi¢éo congelada, sendo que o método

compreende a adigdo de hidrofobina & composigdo antes efou durante o
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congelamento da composicao.

Em um aspecto correlato, a presente invengao também apresenta
um método de modificagdo do héabito de cristais de gelo em uma composigao
congelada, sendo que o método compreende a adigdo de hidrofobina a
composicéo antes e/ou durante o congelamento do produto.

Em uma realizagéo preferida dos usos e métodos descritos acima,
a composicao € um produto de alimento congelado.

DESCRICAO DETALHADA DA INVENCAO

A menos que esteja definido de alguma outra maneira, todos os
termos técnicos e cientificos aqui empregados t&m o mesmo significado que &
normaimente compreendido por um elemento versado na técnica (por exemplo,
na manufatura de confeitos resfriados e confeitos congelados, na quimica e na
biotecnologia). As definicoes e as descrigdes de varios termos e técnicas
empregados na manufatura de confeitos resfriados/congelados séo
encontradas em Ice Cream, 42 Edi¢ado, Arbuckle (1986), Van Nostrand Reinhold
Company, New York, NY. As técnicas padrido usadas para os métodos
moleculares e bioquimicos podem ser encontradas em Sambrook et al.,
Molecular Cloning: a Laboratory Manual, 3* ed. (2001) Spring Harbor
Laboratory Press, Cold Spring Harbor, N.Y., e em Ausubel et al., Short
Protocols in Molecular Biology (1999) 42 Ed, John Wiley & Sons, Inc. - e a
verso completa intitulada Current Protocols in Molecular Biology).

HIDROFOBINAS

As hidrofobinas constituem uma classe bem definida de proteinas
(Wessels, 1997, Adv. Microb. Physio. 38: 1 - 45; Wosten, 2001, Annu Rev.
Microbiol. 55: 625 - 646) com capacidade de auto-montagem em uma interface
hidrofébica/hidrofilica, e tem uma segtiéncia conservada:

Xn-C-X5-9-C-C-X11-39-C-X8-23-C-X5-9-C-C-X6-18-C-Xm (SEQ IDNo. 1)

onde X representa qualquer aminoacido, € n @ m representam
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independentemente um ndmero inteiro positivo. Tipicamente, uma hidrofobina
tem um comprimento de até 125 aminoacidos. Os residuos de cisteina (C) na
seqiéncia conservada fazem parte de pontes de bissulfeto. No contexto da
presente invencdo, o termo hidrofobina tem um significado mais amplo para
incluir as proteinas funcionalmente equivalentes que ainda exibem a
caracteristica de auto-montagem em uma interface hidrofébica-hidrofilica, o
que resuila em uma pelicula de proteina, tais como as proteinas que
compreendem a seqliéncia:
Xn-C-X1-50-X-X0-5-C-C1-100-C-X1-100-C-X1-50-C-X0-5-C-X1-50-C-Xm (SEQ ID No. 2)

ou partes da mesma que ainda exibem a caracteristica de auto-
montagem em uma interface hidrofébica-hidrofilica que resulta em uma pelicula
de proteina. De acordo com a definigho da presente invencdo, a auto-
montagem pode ser detectada mediante a adsorgao da proteina ao Teflon e ao
usar dicroismo circular para estabelecer a presenga de uma estrutura
secundaria (em geral, alfa-hélice) (De Vocht et al., 1998, Biophys. J.74: 2059 -
68).

A formagdo de uma pelicula pode ser estabelecida ao incubar
uma folha de Teflon na solugdo da proteina seg'uida por pelo menos trés
lavagens com agua ou tampao (Wosten et al., 1994, Embo. J. 13: 5848 - 54). A
pelicula de proteina pode ser visualizada por qualquer método apropriado, tal
como a etiquetagdo com um marcador fluorescente ou através do uso de
anticorpos fluorescentes, tal como &€ bem estabelecido no estado da técnica. m
e n tém tipicamente valores que variam de 0 a 2.000, mas mais comumente m
e n no total s#o menores do que 100 ou 200. A definigdo de hidrofobina no
contexto da presente invengdo inclui proteinas de fusdo de uma hidrofobina e
um outro polipeptideo, bem como conjugados de hidrofobina e outras
moléculas tais como polissacarideos.

As hidrofobinas identificadas até a presente data sdo em geral
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classificadas como classe | ou classe Il. Ambos os tipos foram identificados nos
fungos como as proteinas secretadas que se auto-montam em interfaces
hidrofébicas em peliculas anfipaticas. As montagens de hidrofobinas da classe
| sdo relativamente insoltveis, ao passo que aquelas de hidrofobinas da classe
Il se dissolvem de imediato em uma variedade de solventes,

Proteinas parecidas com hidrofobinas também foram identificadas
nas bactérias filamentosas, tais como Actinomycete e Steptomyces sp.

(WO01/74864). Estas proteinas bacterianas, ao contrario das hidrofobinas

fungais, formam até somente uma ponte do bissulfeto, uma vez que elas tédm

somente dois residuos de cisteina. Tais proteinas sdo um exemplo de
equivalentes funcionais para as hidrofobinas que tém as seqliéncias de
consenso mostradas nas SEQ ID no. 1 e 2, e estdo dentro do ambito da
presente invengao.

As hidrofobinas podem ser obtidas pela extracdo de fontes
nativas, tais como fungos filamentosos, por qualquer processo apropriado. Por
exemplo, as hidrofobinas podem ser obtidas através do cultivo de fungos
filamentosos que secretam a hidrofobina no meio de crescimento ou da
extragdo das micelas fungais com etanol a 60%. E particularmente preferivel o
isolamento das hidrofobinas dos organismos hospedeiros que secretam
hidrofobinas naturaimente. Os hospedeiros preferidos s&o os hipomicetes (por
exemplo, Trichoderma), basidiomicetes e ascomicetes. Os hospedeiros
particularmente preferidos sdo organismos da classe de alimentos, tais como
Cryphonectria parasitica, que secreta uma hidrofobina denominada criparina
(MacCabe eand Van Alfen, 1999, App. Environ. Microbiol. 65: 5431 - 5435).

Alternativamente, as hidrofobinas podem ser obiidas pelo uso de
tecnologia recombinante. Por exemplo, células hospedeiras, tipicamente micro-
organismos, podem ser modificadas para que expressem hidrofobinas, e as

hidrofobinas podem entado ser isoladas e usadas de acordo com a presente



10

15

20

25

invengdo. As técnicas para introduzir os construtos de acido nucléico que
codificam hidrofobinas em células hospedeiras sdo bem conhecidas no estado
da técnica. Mais de 34 genes que codificam para hidrofobinas foram clonados,
de mais de 16 espécies fungais (consultar, por exemplo, o pedido de patente
WO 96/41882 que fornece a sequéncia de hidrofobinas identificadas em
Agaricus bisporus; e em Wosten, 2001, Annu Rev. Microbiol. 55: 625 - 646). A
tecnologia recombinante também pode ser usada para modificar seqliéncias de
hidrofobina ou sintetizar novas hidrofobinas que t&m propriedades
desejadas/incrementadas.

Tipicamente, uma célula ou um organismo hospedeiros
apropriados sao transformados por um construto de acido nucléico que codifica
a hidrofobina desejada. A codificacdo da seqiiéncia de nucleotideo para o
polipeptideo pode ser inserida em um vetor de expressao apropriado que
codifica os elementos necessarios para a transcricdo e a traducéo e de uma
maneira tal que serdo expressos sob condigbes apropriadas {por exemplo, na
orientagdo apropriada e na estrutura de leitura correta e com seqiiéncias
apropriadas de selegdo e de expresséo). Os métodos requeridos para construir
estes vetores de expressdo sdo bem conhecidos dos elementos versados na
técnica.

Uma série de sistemas da expressio pode ser usada para
expressar a seqiiéncia de codificacio de polipeptideo. Estes incluem, mas sem
ficar a eles limitados, bactérias, fungos (incluindo leveduras), sistemas de
células de insetos, sistemas de cultura de células de plantas, e plantas, todos
transformadas com os vetores de expressao apropriados. Os hospedeiros
preferidos sfo aqueles que sdo consideradas como sendo da classe de
alimentos - 'geralmente considerados como seguros' (GRAS).

As espécies fungais apropriadas incluem leveduras tais como

(mas sem ficar a elas limitadas) aquelas dos géneros Saccharomyces,
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Kluyveromyces, Pichia, Hansenula, Candida, Schizo saccharomyces, e outras
ainda, e espécies filamentosas tais como (mas sem ficar a elas limitadas)
aquelas dos géneros Aspergillus, Trichoderma, Mucor, Neurospora, Fusarium,
e outras ainda.

As seqliéncias que codificam as hidrofobinas sdo de preferéncia
pelo menos 80% idénticas ao nivel de aminoacido em relagdo a uma
hidrofobina identificada na natureza, com mais preferéncia pelo menos 95% ou
100% idénticas. No entanto, os elementos versados na técnica podem fazer
substituicbes conservadoras ou outras mudangas de aminoécidos que nio
reduzem a atividade biolégica da hidrofobina. Para a finalidade da invengéo,
estas hidrofobinas que possuem este nivel elevado de identidade com uma
hidrofobina que ocorre naturalmente fambém estdo englobadas dentro do
termo "hidrofobinas”.

As hidrofobinas podem ser purificadas de meios de cultura ou de
extratos celulares, por exemplo, o procedimento descrito no pedido de patente
WO 01/57076 que envolve a adsorgdo da hidrofobina presente em uma
solugdo que contém hidrofobina na superficie e entdo o contato da superficie
com um tensoativo, tais como Tween 20, para eluir a hidrophobia da supefficie.
Consuitar 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. Bictechnol. 57: 124 - 30; e De Vries et al., 1999, Eur. J. Biochem.
262: 377 - 85.

CoMPOSICOES CONGELADAS

As composigdes congeladas/os produtos congelados incluem
produtos de alimento congelados e materiais biolégicos congelados. Os
produtos de alimento congelados incluem materiais congelados derivados de
plantas, tais como frutas e legumes, materiais congelados derivados de

animais, tais como carne e peixe, bem como produtos de alimento processados
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congelados, tais como refeigdes prontas, molhos e confeitos congelados tais
como sorvete, leite cremoso, iogurte congelado, sorvete de fruta, massas
moles, leite-creme congelado, picoié de fruta, sorvete de massa, granitas e
purés congelados.

As composigbes congeladas da invengéo podem ser aeradas ou

nédo aeradas. O termo "aerada" significa que um géas foi incorporado

intencionalmente no produto, tal como por meios mecénicos. O gas é de
preferéncia qualquer gas da classe de alimento, tal como o ar, o nitrogénio ou o
diéxido de carbono. A extensdo da aeragdo, especialmente no contexto dos
produtos de alimento aerados, & definida tipicamente em termos de
"tfransbordamento”. No coniexto da presente invengdo, a % de
transbordamento € definida em termos do volume como:

((volume do produto aerado final - volume da mistura)/volume da mistura) X 100.

A quantidade de transbordamento presente no produto ira variar
dependendo das caracteristicas desejadas do produto. Por exemplo, o nivel de
transbordamento no sorvete € tipicamente de cerca de 70 a 100%, ao passo
que o transbordamento nos sorvetes de fruta & de 25 a 30%.

Uma composigdo ndo aerada, tal como um produto de alimento
congelado, tem de preferéncia um transhbordamento de menos de 20%, e com
mais preferéncia de menos de 10%. Um produto de alimento congelado nio
aerado ndo é submetido a etapas deliberadas, tal como ao ser batido, para
aumentar o teor de gds. No entanto, deve ser apreciado que, durante a
preparagac dos produtos de alimento congelados ndo aerados, baixos niveis
de gés, tal como o ar, podem ser incorporados ao produto.

PRODUTOS DE CONFEITARIA CONGELADOS

Os confeitos congelados incluem confeitos que incluem

tipicamente o leito e sélidos de leite, tais como sorvetes, leite cremoso, iogurte

congelado, sorvete de fruta e leite-creme congelado, bem como confeitos
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congelados que nao contém leite nem sélidos de leite, tais como picolés de
fruta, sorvetes de massa, granitas e purés congelados.

Os confeitos congelados podem estar na forma de um produto
composto no qual pelo menos uma parte ou regiao do produto, tal como um
nticlec ou uma camada, ndo contém hidrofobina. Um exemplo disto pode ser
um produto que contém um nucleo de sorvete que ndc contém hidrofobina,
revestido em uma camada de sorvete, leite cremoso ou picolé de fruta que
contém hidroforbina. Deve ser apreciado que, no caso de um produto
composto, a quantidade em % em peso de hidrofobina adicionada é calculada
apenas em relagao aos componentes do confeito que contém hidrofobina e néo
em relagao ao produto completo.

Os confeitos congelados aerados tém de preferéncia um
transbordamento de 25% a 300%, tal como de 25% a 150%, e com mais
preferéncia de 50 a 150%.

A quantidade de hidrofobina presente no produto ira variar
geralmente dependendo da formulagéo do produto e do volume da fase de ar.

Tipicamente, o produto ird conter pelo menos 0,001% em peso de

hidrofobina, @ com mais preferéncia pelo menos 0,005 ou 0,01% em peso.

" Tipicamente, o produto ira conter menos de 1% em peso de hidrofobina. A

hidrofobina pode ser de uma Gnica fonte ou uma pluralidade de fontes, por
exemplo, a hidrofobina pode ser uma mistura de dois ou mais polipeptideos de
hidrofobina diferentes.

De preferéncia, a hidrofobina é uma hidrofobina da classe |I.

A presente invengdo também engloba composicbes para a
obtengido de um produto de alimento aerado da invengdo, sendo que a
composigdo compreende uma hidrofobina. Em geral, a hidroforbina vai estar
em uma forma isolada, fipicamente pelo menos parcialmente purificada, tal

como pelo menos 10% ou 20% pura, com base no peso dos sdlidos. Desse
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modo, a hidroforbina néo é adicionado como parte de um organismo que ocorre
naturaimente, tal como um cogumelo, que expressa hidroforbinas
naturalmente. Ao invés disto, a hidroforbina tipicamente tera sido extraida de
uma fonte de ocorréncia natural ou entdo obtida através da expressao
recombinante em um organismo hospedeiro.

Tais composigdes incluem pré-misturas liquidas, por exemplo, as
pré-misturas usadas na obtengdo de produtos de confeitaria congelados, e
misturas secas, por exemplo, pés, as quais um liquido aquoso, tal como o leite
ou a agua, é adicionado antes ou durante o congelamento.

As composigbes para a obtengdo de um produto de alimento
congelado da invengdo irdo compreender outros ingredientes, além da
hidrofobina, que sdo incluidos normalmente no produto de alimento, por
exemplo, aglcar, gordura, emulsificantes, flavorizantes, etc. As composigbes
podem incluir tocdos os ingredientes restantes requeridos para obter o produto
de alimento de maneira tal que a composi¢ao fique pronta para ser processada
para formar um produto de alimento aerado da invengéo.

As composicbes secas para a obtengdo de um produto de
alimento aerado da inveng¢do também irdo compreender outros ingredientes,
além da hidrofobina, que sdo normalmente incluidos no produto de alimento,
por exemplo agucar, gordura, emulsificantes, flavorizantes, etc. As
composicdes podem inciuir todos os ingredientes nao liquidos restantes
requeridos para obter o produto de alimento, de maneira tal que o usuario s6
precisa adicionar um liquido aquoso, tal como a agua ou o leite, e a
composigdo estad pronta para ser processada para formar um produto de
alimento aerado da invengédo. Estas composi¢gdes secas, cujos exemplos
incluem pés e granulos, podem ser projetadas para o uso industrial e de varejo,
€ s&o beneficiadas com um volume reduzido e uma vida util mais longa.

A hidrofobina & adicionada a uma composi¢cdo em uma forma e
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em uma quantidade tais que fica disponivel para inibir o crescimento de cristais
de gelo, tal como a recristalizagédo do gelo, e/fou modificar o habito dos cristais
de gelo. Pelo termo "adicionada”, entenda-se que a hidrofobina é introduzida
deliberadamente no produte de alimento para a finalidade de tirar vantagem de
sua capacidade de inibir o crescimento de cristais de gelo efou modificar o
habito dos cristais de gelo. Conseqilientemente, onde estio presentes ou sdo
adicionados ingredientes que contém contaminadores fungais, que podem
conter polipeptideos de hidrofobina, isto ndo constitui a adigao de hidrofobina
dentro do contexto da presente invengao.

Tipicamente, a hidrofobina é adicionada ao produtoe de alimento
em uma forma tais que tem a capacidade de auto-montagem em uma
superficie de ar-liquido.

Tipicamente, a hidrofobina ¢ adicionada as composigbes da
invenggdo em uma forma isolada, tipicamente pelo menos parcialmente
purificada, tal como pelo menos 10% pura, com base no peso dos sélidos. Por
"adicionada na forma isolada”, entenda-se que a hidrofobina nao é adicionada
como parte de um organismo natural, tal como um cogumelo, que expressa
naturalmente as hidrofobinas. Ao invés disto, a hidrofobina tipicamente tera
sido extraida de uma fonte natural ou obtida pela expressao recombinante em
um organismo hospedeiro.

A hidrofobina adicionada pode ser usada para reduzir ou inibir o
crescimento de cristais de gelo, por exemplo, para inibir o processo de
recristalizagao do gelo, efou modificar o habito dos cristais de gelo (ou seja, o
formato dos cristais de gelo). A inibigdo e/ou a modificagdo podem ocorrer
durante o congelamento ou depois do congelamento, por exemplo, durante a
armazenagem. A inibigdo do crescimento de cristais de gelo efou do habito
dos cristais de gelo durante o congelamento pode ser usada para alterar a

textura do produto. A inibigdo da recristalizagéo do gelo melhora a estabilidade
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co produto em respostia ao abuso térmico.

As hidrofobinas também podem ser usadas para inibir o
crescimento de cristais de gelo, tal como a recristaliza¢do do gelo, efou o
habito dos cristais de gelo em materiais biolbégicos celulares. Isto vai ajudar a
reduzir os danos as células como resultado dos processos de congelamento
usados para preservar materiais biolégicos. Tais materiais biolégicos incluem
culturas de organismos unicelulares e linhagens de células; gametas, por
exemplo, esperma e ovos; e tecido e 6rgdos derivados de organismos
multicelulares, tanto vegetais quanto animais.

Por conseguinte, a presente invengio também apresenta um
material bioldgico celular congelado que compreende a hidrofobina na forma
isolada, de preferéncia que compreende pelo menos 0,001% em peso de
hidrofobina, contanto que os seres humanos sejam especificamente excluidos.

A presente invengdo também apresenta o uso de hidrofobina para
inibir o crescimento de cristais de gelo, tal como a recristalizagdo do gelo/ efou
modificar 0 habito dos cristais de gelo em um material bioldgico celular
congelado. A inibigdo/modificagéo pode ser durante efou apds o congelamento
do material biolégico.

A presente invengéo ainda sera agora descrita com referéncia aos
exemplos a seguir, 0s quais sdo apenas ilustrativos e n&o limitadores.

DESCRICAO DAS FIGURAS

A Figura 1 é um diagrama que mostra os regimes de
cisalhamento para os produtos congelados aerados.

A Figura 2 & uma micrografia eletronica de varredura de
microestruturas de produto congelado aerado - frescos e apds o abuso
(Ampliagao de 100 vezes).

A Figura 3 & uma micrografia eletrobnica de varredura de

microestruturas de produto congelado aerado - frescos e apés o abuso
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(Ampliagéo de 300 vezes).
A Figura 4 mostra micrografias eletronicas de varredura de
microestruturas de produto nao aerado (com HFBII) (Ampliagado de 50 vezes).
A Figura 5 mostra micrografias eletrénicas de varredura de
microestruturas de produto néo aerado (com HFBII} (Ampliacdo de 50 vezes).

EXEMPLO 1 - PRODUTOS CONGELADOS AERADOS

Os produtos congelados aerados foram preparados ao usar trés
tipos de proteina:q|

A: Caseinato de Sédio (Na Cas)

B: Leite em P6 Desnatado (SMP)

C: Hidrofobina (HFBII} de Trichoderma reesei

As propriedades microstructurais e fisicas dos produtos foram
comparadas, tanto antes quanto depois de regimes de abuso da temperatura.

MATERIAIS

Os detalhes dos materiais usados séo resumidos na Tabela 1 e

as formulagdes a partir das quais cada um dos produtos congelados aerados

foi preparado sdo mostradas na Tabela 2.

Ingrediente Composigdo Fornecedor

Caseinato de sodio 88 - 90% de proteina, 1,5% de | DMV International, Holanda

gordura, 6% de umidade

Leite em pé desnatado 33 - 36% de proteina, 0,8% de | United Milk, Reino Unido

gordura, 3,7% de umidade

Hidrofobina do tipo It (HFB Il) |Purificada de  Trichoderma | VIT Biotechnology, Finlandia
reesei essencialmente tal como
descrito no pedido de patente
WO 00/58342 e em Linder et al.

2001, Biomacromolecules 2: 511
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Ingrediente Composigao Fornecedor

- 517).
Oleo de coco refinado Van den Bergh Foods, itd
Sacarose Tate and Lyle, Reino Unido

TABELA 1. MATERIAIS USADOS

Mistura A Mistura B Mistura C
Ingrediente Concentragao / % em peso
Caseinato de sodio 2,0 - -
Leite em pé - 11,42 -
desnatado
HFB Il - - 02
Oleo de coco 50 5,0 5,0
Sacarose 250 20,0 25,0
Agua 68,0 63,58 69,8

TABELA 2. FORMULAGOES USADAS
PREPARACAO DOS PRODUTOS CONGELADOS AERADOS
PREPARACAQ DA MISTURA {(EMULSAQ)

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

Misturas A e B (que contém caseinate de sodio e leite em pé desnatado,
respectivamente), a prbteina foi combinada com a sacarose e dispersada em
agua fria ao usar um agitador magnético. A solugéo foi entdo aquecida até
60°C com agitagio e mantida por cinco minutos antes de ser resfriada até
40°C. Gordura de coco derretida foi entdo adicionada, e a mistura aquosa
sonicada imediatamente (Branson Sonifer com ponta afunitada de 6,4 mm) por
trés minutos a uma amplitude de 70% com a ponta bem imersa na solugéo. A
emulsao foi entdo resfriada rapidamente em um banho de agua a -10°C até a

temperatura da solugéo ficar igual a 5°C, para cristalizar as gotas de gordura.
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As misturas foram armazenadas a 5°C até um uso adicional.

Para a Mistura C (que contém HFB I}, a sacarose foi dispersada
em primeiro lugar em agua fria com agitagdo. Em seguida, metade da
concentragdo requerida de HFB |l foi adicionada a esta como uma aliquota. A
solugdo foi entdo sonicada suavemente em um banho soénico por trinta
segundos para dispersar totalmente a HFB Il. Esta solugédo foi entdo agitada
em um agitador magnético e aquecida até 40°C. Antes de a gordura derretida
ser adicionada, a solugéo foi sonicada outra vez em um banho sdnico por trinta
segundos. A gordura derretida foi entdo adicionada e a mistura foi emulsionada
e resfriadas tal como descrito para as misturas A e B. Uma outra aliquota de
HFB Il foi entdao adicionada a esta solugéo fria para elevar a concentragdo da
HFB Il até 0,2%. O primeiro 0,1% de HFB Il foi para emulsionar e estabilizar a
gordura. A segunda adigdo de HFB Il deve fornecer o excesso adequado de
HFBII para obter uma boa estabilidade de aeragéo e de espuma.

A andlise do tamanho de particula nas emulsées frias foi feita ao usar um
Malvern Mastersizer 2000.
ANALISE DAS EMULSOES

Seguindo esta metodologia, foi possivel a obten¢do de emulsdes

com gotas de gordura pequenas. Um resumo dos tamanhos das gotas de éleo

medidos é mostrado na Tabela 3.

Mistura Didmetro da gota de gordura
D(3,2)/ pm
A (Na Cas) 0.4
B (SMP) 0,25
C (HFB W) 1,88
TABELA 3

TAMANHO DE PARTICULA DA EMULSAO TAL COMO MEDIDO AO USAR O MALVERN
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MASTERSIZER 2000

PROCESSO DE CONGELAMENTO COM CISALHAMENTO

80 ml da mistura foram cisalhados e congelados simultaneamente
em um vaso cilindrico de ago inoxidavel com camisa montado verticalmente
com proporgdes intermnas de 105 mm de altura e 72 mm de didmetro. A tampa
do vaso preenche 54% do volume interno, deixando 46% (180 ml) para a
amostra. O rotor usado para cisalhar a amostra consiste em um impulsor
retangular das proporgdes corretas para raspar a borda da superficie do
recipiente a medida que este gira (dimensdes de 72 mm x 41,5 mm). Também
séo unidas ao rotor duas pas de alto cisalhamento semi-circulares (60 mm de
didmetro) posicionadas a um angulo de 45 graus em relagdo a unido
retangular. O vaso é circundado por uma camisa através da qual flui o agente
refrigerante.

Essencialmente, um protétipo aerado e congelado é produzido tal
como segue: A mistura dentro do recipiente encerrado € misturada com um
impulsor a uma taxa de cisalhamento elevada a fim de incorporar o ar.
Simultaneamente, o agente refrigerante flui em torno da camisa do recipiente
para resfriar e congelar a mistura. O impulsor também raspa a parede interna,
removendo o gelo que é ali formado e incorporando este ao restante da
mistura. O elevado cisalhamento é usado para aerar inicialmente a mistura, e
entdo a taxa de cisalhamento & desacelerada a fim de permitir resfriamento e
congelamento melhores. Os regimes de cisalhamento usados para cada
mistura s&o apresentados graficamente na Figura 1.

Para a etapa de congelamento e aeragdo com as Misturas A e B
(que contém caseinato de sddio e leite em pé desnatado, respectivamente) o
agente refrigerante (ajustado em -18°C) foi ajustado para circular a partir do
tempo = 0 minuto. A agitagao relativamente lenta no inicio para as Misturas A e

B permitiu o resfriamento da mistura e a geragédo de um pouco de viscosidade |
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(através da formagao e da incorporagéo de gelo) antes da aeragio ao usar um
cisalhamento mais elevado. Um tempo curto & alta velocidade incorporou o ar e
a velocidade foi entdo reduzida para pemmitir que as amostras alcangassem
pelo menos -5°C.

Para a Mistura C (que contém HFB Il) o vaso foi resfriado até
cerca de 5°C e a amostra foi adicionada, e o cisalhamento elevado para a
aeracéo foi iniciado. O agente refrigeranter (ajustado em -18°C) nao foi
colocado para circular antes de nove minutos devido ao tempo aumentado
requerido para gerar 100% de transbordamento. Uma vez que o agente
refrigerante foi colocado para circular (em 9 minutos), foi adotado o mesmo
padrédo de cisalhamento-resfriamento que o anterior (para A e B).

Ao final do processo, o transbordamento foi medido e as amostras
(cerca de 15 g) foram colocados em vasos pequenos. Cada produto foi ainda
resfriado por dez minutos em um freezer ajustado em -80C antes de ser
armazenado a -20°C.

ANALISE DE PRODUTOS CONGELADOS AERADOS

Todos os produtos congelados aerados foram armazenados sob
dois regimes de temperatura:

(a) -20°C. A andlise subseqliente foi feita dentro de uma
semana da producdo e este produto foi julgado como o produto "fresco”.

(b) As amostras submetidas a abusos de temperatura foram
colocadas sob armazenagem a -10°C por uma ou duas semanas, e entdo

armazenadas subseqlentemente a -20°C antes da analise.

Amostra Tempo de Transbordamento Temperatura do
cisalhamento a 1.200 produto final
rpm
min. % *C
A (Na Cas) 1 103 -5,.3
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Amostra Tempo de Transbordamento Temperatura do
cisalhamento a 1.200 produto final

rpm
min. % °C

B (SMP) 1 98 8

B (SMP) 1 94 -5,6

C(HFB 1) 10 75 -5

TABELA 4.

DETALHES DO PROCESSO E TRANSBORDAMENTO DO PRODUTO PARA OS PRODUTOS

PREPARADOS A PARTIR DAS MISTURAS A, B,EC
Os produtos finais foram analisados tal como segue:
Transbordamento do produto recém produzido
Andlise de SEM em produto fresco e submetido a abusos de
temperatura
Comportamento de fuséo do produto fresco e submetido a abusos
de temperatura
TRANSBORDAMENTO
O transbordamento para cada um dos produtos & resumido na
Tabela 4. Todas as misturas eram aeraveis e incorporaram quantidades
significativas de ar.
ESTABILIDADE MICROSTRUCTURAL: METODOLOGIA

MicroscoPIA ELETRONICA DE VARREDURA (SEM)

A microestrutura de cada um dos produtos foi visualizada ao

empregar a Microscopia Eletrénica de Varreadura a Baixa Temperatura
(LTSEM). A amostra foi resfriada até -80°C em gelo seco e uma segéo da
amostra foi cortada. Esta segdo, com um tamanho de cerca de 5 mm x 5 mm x

10 mm, foi montada em um suporte de amostras ao usar um composto Tissue
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Tek : OCT TM (11% de PVA, 5% de Carbowax e 85% de componentes nao
reativos). A amostra incluindo o suporte foi mergulhada em lama de nitrogénio
liquido e transferida a uma camara de preparacdao de baixa temperatura:
Oxford Instrument CT1500HF. A cdmara esta sob vacuo, cerca de 104 bars, e
a amostra & aquecida até -80°C. Gelo é causticado lentamente para revelar os
detalhes da superficie n&o causados pelo préprio gelo, de modo que a dgua é
removida a esta temperatura sob vacuo constante por 60 a 90 segundos. Uma
vez registrada, a amostra € resfriada até -110°C culminando com a sublimagéo,
e revestida com ouro ao usar plasma de argénio. Este processo também tem
lugar sob vacuo com uma presséo aplicada de 10-1 milibars e uma cotrente de
6 miliamperes por 45 segundos. A amostra €& transferida entdo a um
Microscopio Eletrdnico de Varredura convencional {(JSM 5600), equipado com
um estagio frio Oxford Instruments a uma temperatura de -160°C. A amostra é
examinada e as areas de interesse s&o capturadas através de um software de
aquisi¢do de imagem digital.

MicROSCOPIA ELETRONICA DE TRANSMISSAO DE FRATURA DE CONGELADOS (TEM)

Um pequeno bloco, de cerca de 5 mm x 3 mm x 3 mm foi cortado
da amostra sobre uma placa de aluminio colocada sobre um leito de gelo seco
ao usar um bisturi frio. O bloco de amostra foi montado verticaimente em um
grande suporte de congelados 'de cartola' ao usar o composto Tissue-Tek
O.C.T (Sakura Finetek, Europe BV). O suporte foi colocado imediatamente no
dispositivo de tfransferénciada Cressingtion CFE-50 sob nitrogénio liquido e
transferido para a camara de fratura de congelados (-180°C). A amostra foi
fraturada com um Unico golpe da faca de microtomo oscilante, e entdo
causticada por dez minutos a -95°C. A superficie causticada foi sombreada por
rotagdo (45 graus) com platina/carbono até uma espessura de 2 nm, e entso
revestida com carbono até uma espessura de 10 nm. A amostra revestida foi

removida da camara e do dispositivo de transferéncia e a rélica de metal
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flutuou da amostra, sobre a agua. As pegas de réplica foram limpadas em 4cido
cromico e lavadas varias vezes com agua antes de serem coletadas em grades
EM de cobre de malha 400. As grades foram colocadas para secar antes do
exame por TEM.

O exame de TEM foi feito ao usar um microscopio JEOL 1200 EX
Il operado a 100 kV. As imagens foram obtidas a0 usar uma cadmera Bioscan e
um software Digital Micrograph (Gatan Inc.).

ANALISE MICROESTRUTURAL: RESULTADOS

A Microscopia Eletronica de Varredura (SEM) foi usada para
examinar a microestrutura dos produtos congelados frescos e submetidos a
abusos de temperatura. As imagens representativas podem ser vistas nas
Figuras 2 e 3 em ampliacdes diferentes.

Os resultados das amostras frescas revelaram que o produto que
conttm HFB Il (preparado a partir da Mistura C) eram significativa e
surpreendentemente diferentes daqueles que contém proteinas mais
cohvencionais (ou seja, a Mistura A ou B). As diferentes propriedades
observadas eram: células de ar menores, cristais de gelo menores, cristais de
gelo mais angulares, e cristais de gelo ligeiramente mais acentuados. Para os
produtos A e B, o tamanho dos cristais de gelo nas amostras frescas foi
aproximado para ficar com um didmetro de 50 a 100 pm. Para o produto C, o
tamanho dos cristais de gelo foi aproximado para ficar com um didmetro de 40
a 60 um.

Depois de serem submetidas a abusos de temperatura, as
imagens de SEM mostram claramente que o produto que contém HFB 1l {da
mistura C) reteve a sua microestrutura original, isto €, hé relativamente pouco
cristal de gelo aparente e engrossamento de bolhas de ar. Este é o caso depois
de uma armazenagem de uma e duas semanas a -10°C. No entanto, os

protétipos que contém Na Cas e SMP (das Misturas A e B, respectivamente)
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mostram um engrossamento muito intenso da estrutura do gas e gelo quando
submetidos a abusos de temperatura a -10°C depois de apenas uma semana.

No total, fica evidente que o produto congelado obtido que contém
HFB Il exibe uma estabilidade muito maior a abusos de temperatura do que o
produto congelado obtido ao usar caseinato de s6dio ou leite em p6 desnatado.
A HFBIl tem uma influéncia tanto no tamanho quanto na estabilidade das
bolhas de ar e dos cristais de gelo.

COMPORTAMENTO EM FusAo: METODOLOGIA

Amostras de produto congelado foram colocadas em uma grade
de metal & temperatura ambiente (20°C). Diferengas na maneira na qual os
produtos derreteram, principalmente a retengdo da forma e a estabilidade de
espuma, foram observadas como uma fungéo do tempo.

COMPORTAMENTO EM FUSAO: RESULTADOS

Estas diferengas microestruturais (espuma estavel e gelo estavel)
tiveram algum impacto no comportamento em fus@o do produto congelado. A
amostra congelada aerada produzida a partir da Mistura C (que contém HFBII)
reteve melhor o seu formato em fus&o, em comparagéo com o produto obtido
com caseinato de s6dio ou leite em pé desnatado (isto &, as Misturas A e B,
respectivamente).

A medida que o gelo derretia e formava 4gua, ele fluia através da
grade de fusdo. No en{anto, para o produto com HFB |l, grande parte da
espuma também permaneceu na grade com algumas gotas estaveis de
espuma observadas em baixo (dados ndao mostrados) - nenhuma destas
caracteristicas foi observada com as proteinas convencionais (caseinato de
sddio e leite em pé desnatado). Isto ilustra as diferengas na estabilidade da
espuma entre cada uma das proteinas usadas.

DIFERENCAS TEXTURAIS ENTRE OS PRODUTOS A, B, EC

Diferencas evidentes na textura entre as trés amostras também
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puderam ser observadas apdés uma armazenagem de uma semana a -10°C
(isto é, as amostras submetidas a abusos de temperatura). Na manipulagéo do
produto obtido ao usar caseinato de sédio (A) e leite em p6 desnatdo (B), foi
observado que estes tém uma textura muito macia e muito flocosa, o que era
dificil de remover de maneira limpa do pape! de silicio usado para forrar o vaso
de amostra. O produto obtido ao usar a HFBII (C), por outro lado, era muito
firme e soltou de maneira bastante limpa o forro de papel usado para forrar o
vaso de amostra. Em outras palavras, o produto preparado ao usar HFBII exibe
uma estabilidade muito maior aos abusos de temperatura em uma escala tanto
microscopica quanto macroscépica do que o produto preparado ao usar
caseinato de sodio ou leite em pé desnatado.
EXEMPLO 2: PRODUTOS CONGELADOS NAO AERADOS

Foram preparadas duas solugdes, uma contendo hidrofobina, a

HFBII de Trichoderma reesei, a outra ndo. As composigdes das solugdes eram

tal como mostrado na Tabela 5.

Amostra 1 Amostra 2
Ingrediente Concentragéo / % em peso
HFB Il 0 0,1
Xantana 0,5 0,5
Sacarose 250 25,0
Agua 74,5 74,4

Tabela 5 - Formulagdes para os produtos ndo aerados

A HFBII foi fornecida pela VTT Biotechnology, tal como descrito

acima, e a sacarose pela Tate & Lyle. A xantana era de uma classe dispersivel

em agua fria (Keltrol RD) fornecida peta CP Kelco (Atainta, EUA).

PREPARAGAO E ANALISE DOS PRODUTOS CONGELADOS NAO AERADOS

Ambas as solugdes foram preparadas em bateladas de 100 g. A
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solugdo de sacarose e xantana foi preparada ao adicionar a quantidade
requerida de agua deionizada a temperatura ambiente a uma mistura seca de
sacarose e xantana. Isto foi entdo misturado ao usar um agitador magnético até
os solutos ficarem totalmente dissolvidos. No caso da Amostra 2, a HFBII foi
entao adicionada como uma aliquota de uma solugao a 5,3 mg/ml, apés o que
a solugéo foi misturada outra vez no agitador magnético por mais dez minutos.

O congelamento das solu¢gdes ndo aeradas foi executado de
maneira quiescente (ou seja, sem a aplicagdo simultanea de cisathamento).
Cada solugao foi usada para preencher uma pequena placa de Petri com um
volume de 8 ml. Estas foram entédo colocadas dentro de um gabinete de freezer
doméstico a -18°C por 24 horas, e durante esse periodo ocorreu o
congelamento das amostras.

Depois do congelamento, a microestrutura de cada amostra foi
analisada por SEM ao empregar o mesmo método de preparagio que foi
descrito no Exemplo 1.

ANALISE MICROESTRUTURAL - RESULTADOS

As imagens de SEM representativas de cada amostra a uma
ampliagdo de 50 vezes podem ser vistas nas Figuras 4 e 5. Pode ser
discernbido que a microestrutura da solugio que contém HFBIlI (amostra 2) é
mais fina e contém cristais de gelo com dimensbes caracterfsticas menores.
Por exemplo, as estruturas dendriticas alongadas na amostra 1 (Figura 4) séo
mais largas e mais compridas do que aquelas vistas na amostra 2 (Figura 5).
Isso ilustra a influéncia da hidrofobina na redujgéo do processo de crescimento
de cristais de gelo - resultando em cristais com um tamanho menor.

As varias caracteristicas e realizagbes da presente invengéo,
indicadas em segbes individuais acima, aplicam-se, tal como apropriado, a
outras seg¢bes, mutatis mutandis. Conseqiientemente, as caracteristicas

especificadas em uma se¢do podem ser combinadas com as caracteristicas
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especificadas em outras segdes, tal como apropriado.

Todas as publicagbes mencionadas no relatério descritivo acima
sd0 aqui incorporadas a titulo de referéncia. Vérias modificagdes e variagbes
dos metodos e dos produtos descritos da invengdo serdo aparentes aos
elementos versados na técnica sem que se desvie do ambito da
invencao.Embora a invengéo tenha sido descrita com relagéo a realizagdes
preferidas especificas, deve ficar compreendido que a invengédo tal como
reivindicada n@o deve ficar inadequadamente limitada a tais realizagbes
especificas. De fato, varias modificacoes dos modos descritos para a pratica da
invengdo que sdo aparentes aos elementos versados nos campos

correspondentes devem ficar dentro do ambito das reivindicagdes a seguir.
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REIVINDICACOES
1.COMPOSICAOQ CONGELADA, caracterizada pelo fato de que

compreende pelo menos 0,001% em peso e menos de 1% em peso de
hidrofobina de classe || na forma isclada, em que a hidrofobina de classe Il
extraida a partir de uma fonte de ocorréncia natural ou obtida por expresséo
recombinante em um organismo hospedeiro, e em que a composicao
congelada € um produto alimenticio, e em gue a composicao ainda
compreende outros ingredientes do produto alimenticio, preferencialmente
compreende aglcar, gordura, emulsionantes e aromatizantes.

2. COMPOSICAQ, de acordo com a reivindicagdo 1, caracterizada
pelo fato de gue € nao aerada.

3.COMPOSIGAQ, de acordo com uma das reivindicacfes 1 a 2,
caracterizada pelo fato de que & um produto de confeitaria congelado.

4.COMPOSICAC PARA A PRODUGAO DE UM PRODUTO
ALIMENTICIO CONGELADO, conforme descrita em uma das reivindicagfes 1
a 3, caracterizada pelo fato de que compreende pelo menos 0,001% em peso e
menos de 1% em peso de hidrofobina de classe Il na forma isolada em
conjunto com os ingredientes restantes do produto alimenticio, a composicac
estande na forma ndo congelada, e em que a composicio ainda compreende
outros ingredientes do produte alimenticio, preferencialmente compreende
acucar, gordura, emulsionantes e aromatizantes.

5.USO DE HIDROFOBINA DE CLASSE I, caracterizado pelo fato
de ser na inibigdo do crescimento de cristais de gelo, em uma composi¢ao
congelada.

6.USQ, de acordo com a reivindicagao 5, caracterizado pelo fato
de que a composi¢io congelada & um produto alimenticio.

7.USO DE HIDROFOBINA DE CLASSE I, caracterizado pelo

fato de ser na modificagdo do habito de cristais de gelo em uma composicao
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congelada.

8.USO, de acordo com a reivindicagao 7, caracterizado pelo fato
de que a composi¢ao congelada é um produto alimenticio.

9.USO DE HIDROFOBINA DE CLASSE II, caracterizado pelo
fato de ser no aumento da temperatura de tolerancia de uma composicao
congelada.

10.USOQ, de acordo com a reivindicagao 9, caracterizado pelo fato

de que a composi¢ao congelada é um produto alimenticio.
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Resumo
“COMPOSICAO CONGELADA, COMPOSICAO PARA A PRODUGCAO DE
UM PRODUTO ALIMENTICIO CONGELADO E USOS DE HIDROFOBINA DE
CLASSE II”
A presente invencéo refere-se a uma composi¢cado congelada que
inclui hidrofobina. A presente invencao refere-se também ao uso da hidrofobina

na inibicdo do crescimento de cristais de gelo e/ou na modificagdo do habito de

cristais de gelo em produtos alimenticios congelados.
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