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“PRODUTO ALIMENTICIO AERADO, COMPOSICAO PARA A OBTENGCAO

DE UM PRODUTO ALIMENTICIO AERADO, COMPOSICAO SECA PARA A

OBTENGAO DE UM PRODUTO ALIMENTICIO AERADO E USOS DE UMA
HIDROFOBINA”

CAMPO DA INVENCAQ

A presente invengado refere-se a produtos alimenticios aerados

que incluem hidrofobinas.
ANTECEDENTES DA INVENCAQ

Uma ampla variedade de produtos alimenticios contém gas
introduzido, tal como o ar, o didxido de carbono e/ou ¢ nitrogénio. Tais
alimentos incluem produtos alimenticios congelados e resfriados, por
exemplo, sorvetes e mousses. Duas consideragdes chaves se manifestam na
produgdo e na armazenagem de produtos alimenticios aerados, ou seja, a
capacidade de incorporar o gas no produto durante a manufatura
(capacidade de formacao de espuma) e a estabilidade subseqliente das
bolhas de gas durante a armazenagem (estabilidade da espuma). Uma
serie de aditivos é incluida em produtos alimenticios aerados para ajudar na
criagdo e na manutencao da espuma. Estes incluem proteinas tais como o
caseinato de sodio e o soro de leite, que tém alta capacidade de formar
espuma, € 03 biopolimeros, tais como as carrageninas, a goma guar, a
goma de alfarroba, as pectinas, os alginatos, a xantana, a gelana, a
gelatina, e as misturas destes, que sdo bons estabilizadores. No entanto,
embora 0s estabilizadores usados no estado da técnica possam
normalmente manter o volume total da espuma, eles sao pobres na inibigao
do engrossamento da micro-estrutura da espuma, isto €, 0 aumento no tamanho
das bolhas de gas por processos tais como o desproporcionamento e a
coalescéncia. Além disso, muitos dos ingredientes usados para estabilizar a fase

de gas em produtos alimenticios aerados precisam ser adicionados a niveis
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razoavelmente elevados, o que pode ter conseqiéncias de textura e/ou

caldricas nocivas.

DESCRICAO RESUMIDA DA INVENCAQ

Foi verificado que uma classe de proteinas encontradas nos
fungos, denominadas hidrofobinas, combina uma alta capacidade de formagao
de espuma e boas propriedades de estabilizagdo da espuma. Em particular, foi
verificado que as hidrofobinas conferem uma excelente estabilidade do volume
da espuma e a inibicdo do engrossamento. Além disso, os niveis do hidrofobina
requeridos para atingir a estabilidade ideal do produto séo relativamente
haixos. Sera, portanto, possivel substituir alguns ou todos os ingredientes
convencionais usados na formagdo e na estabilizagdo dos produtos
alimenticios aerados com quantidades menores de hidrofobina.

Por conseguinte, a presente invengdo apresenta um produto
alimenticio aerado que compreende uma hidrofobina. Em um aspecto correlato,
a presente invengao apresenta um produto alimenticio aerado em que a fase
de ar & estabilizada pelo menos parcialmente com hidrofobina. Em outro
aspecto correlato, a presente invengdo apresenta um produto alimenticio
aerado que compreende hidrofobina, sendo que a hidrofobina & associada com
afase de ar.

De preferéncia, a hidrofobina & uma hidrofobina da classe I,

Em uma realizagéo preferida, a hidrofobina esta presente em uma
quantidade de pelo menos 0,001% em peso, e com mais preferéncia de pelo
menos 0,01% em peso.

Em um aspecto correlato, a presente invencao apresenta uma
composi¢ao para a obtengdo de um produto alimenticio aerado da invencéo,
em gue a composigéo compreende hidrofobina, de preferéncia a hidrofobina na
forma isolada, em conjunto com pelo menos um dos ingredientes restantes do

produto alimenticio. De preferéncia, a composicao compreende todos os
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ingredientes restantes do produto alimenticio.

Em uma realizagéo correlata, a presente invengado apresenta uma
composicdo seca para a obtengdo de um produto alimenticio aerado da
invengéo, em que a composi¢Ao compreende hidrofobina, de preferéncia a
hidrofobina na forma isolada, e m conjunto com pelo menos um dos
ingredientes nao liquidos restantes do produto alimenticio. De preferéncia, a
composicado compreende todos os ingredientes ndo liquidos restantes do

produto alimenticio.

!

A presente invencao também apresenta o uso de uma hidrofobina
em um método de inibigdo do engrossamento de holhas em um produto
alimenticio aerado.

Em um aspecto correlato, a presente invengéo apresenta um
método de inibicdo do engrossamento das bolhas em um produto alimenticio
aerado, sendo que 0 método compreende a adigdo de hidrofobina ao produto
alimenticio antes e/ou durante a aeragao do produto.

A presente invencdo também apresenta o uso de uma hidrofobina
em um método de estabilizacéo de espuma em um produto alimenticio aerado.

Em um aspecto correlato, a presente invengédo também apresenta
um método de estabilizagdo de uma espuma em um produto alimenticio
aerado, sendo que o método compreende a adigéo de hidrofobina ao produto
alimenticio antes e/ou durante a aeragéo do produto.

A presente invencéo também apresenta o uso de uma hidrofobina
em um metodo de aumento da retengdo da forma efou da rigidez em um
produto alimenticio aerado.

Em um aspecto correlato, a presente invengdo apresenta um
metodo de aumento da retengdo da forma e/ou da rigidez em um produto
alimenticio aerado, sendo que o método compreende a adigdo de hidrofobina

ao produto alimenticio antes efou durante a aeragéo do produto.
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DESCRICAO DETALHADA DA INVENCAQ

A menos que esteja definido de alguma outra maneira, todos os
termos técnicos e cientificos aqui empregados tém o mesmo significado que €
normalmente compreendido por um técnico no assunto (por exemplo, na
manufatura de confeitos resfriados e confeitos congelades, na quimica e na
biotecnclogia). As definigbes e as descrigbes de varios termos e técnicas
empregados na manufatura de confeitos resfriados/congelados  s&o
encontradas em Ice Cream, 4° Edic8o, Arbuckle (1986), Van Nostrand Reinhold
Company, New York, NY. As técnicas padrdo usadas para os metodos
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. - ¢ a
verséo 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. 5. 625 - 646) com capacidade de automontagem em uma interface
hidrofébica/hidrofilica, e tem uma seqliéncia conservada:

Xi-C-X5.9-C-C-X4.39-C-X5.23-C-X5.9-C-C-X;5.15-C-X, (SEQ ID No. 1)
onde X representa qualquer aminodcido, € n e m representam independentemente
um ntimero inteiro positivo. Tipicamente, uma hidrofobina tem um comprimento de
até 125 aminodcidos. Os residuos de cisteina (C) na seqiiéncia conservada fazem
parte de pontes de bissulfeto. No contexto da presente invengdo, o termo
hidrofobina tem um significado mais amplo para incluir as proteinas
funcionaimente equivalentes que ainda exibem a caracteristica de automontagem
em uma interface hidrofébica-hidrofilica, o que resulta em uma pelicula de

proteina, tais como as proteinas que compreendem a seqliéncia:
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X1-C-X4.50-C-Xg.5-C-X+-100-C-X1.100-C-X1.50-C-Xo.5C-X1.60-C-Xn (SEQ ID No. 2)

ou partes da mesma que ainda exibem a caracteristica de automontagem em
uma interface hidrofébica-hidrofilica que resulta em uma pelicula de proteina.
De acordo com a definicdo da presente nvengéo, a automontagem pode ser
detectada mediante a adsorcdo 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 formagao de uma pelicula pode ser estabelecida ao incubar
uma folha de Teflon na solugdo da proteina seguida por pelo menos trés
lavagens com agua ou tampao (Wosten ef al,, 1994, Embo. J. 13: 5848 - 54). A
pelicula de proteina pode ser visualizada por qualquer método apropriado, tal
como a efiquetagdo com um marcador fluorescente ou através do uso de
anticorpos fluorescentes, tal como é 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 sdo mencres do que 100 ou 200. A definicdo de hidrofobina no
contexto da presente invengéo inclui proteinas de fuso de uma hidrofobina e
outro polipeptideo, bem como conjugados de hidrofobina e outras moléculas
tais como polissacarideos.

As hidrofobinas identificadas até a presente data sao em geral
classificadas como classe | ou classe Il. Ambos os tipos foram identificados nos
fungos como as proteinas secretadas que se automontam em interfaces
hidrofobicas em peliculas anfipaticas. As montagens de hidrofobinas da classe
| s&o relativamente insollveis, ao passo que aquelas de hidrofobinas da classe
Il se dissoivem de imediato em uma variedade de soiventes.

Proteinas parecidas com hidrofobinas também foram identificadas
nas bactérias filamentosas, tais como Actinomycete e Steptomyces sp. (pedido
de patente WO 01/74864). Estas proteinas bacterianas, ao contrario das

hidrofobinas flingicas, formam até somente uma ponte de bissulfeto, uma vez
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que elas tém somente dois residuos de cisteina, Tais proteinas constituem um
exemplo de equivalentes funcionais para as hidrofobinas que tém as
seqiiéncias consenso mostradas nas SEQ ID no. 1 e 2, e esfao dentro do
ambito da presente invengao.

As hidrofobinas podem ser obtidas pela extragao 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
extragéo das micelas flingicas com etanol a 60%. E particularmente preferivel o
isolamento das hidrofobinas dos organismos hospedeiros que secretam
hidrofobinas naturalmente. Os hospedeiros preferidos sao os hifomicetos (por
exemplo, Trichoderma), basidiomicetos e ascomicetos. Os hospedeiros
particularmente preferidos sdo organismes da classe alimenticios, tais como
Cryphonectria parasitica, que secreta uma hidrofobina denominada criparina
(MacCabe eand Van Alfen, 1999, App. Environ. Microbiol. 65: 5431 - 5433).

Alternativamente, as hidrofobinas podem ser obtidas pelo uso de
tecnologia recombinante. Por exemplo, células hospedeiras, tipicamente micro-
organismos, podem ser modificadas para que expressem hidrofobinas, e as
hidrofobinas podem entdo ser isoladas e usadas de acordo com a presente
invencdo. As técnicas para introduzir os construtos de &cido nucléico que
cedificam hidrofobinas em células hospedeiras s@o bem conhecidas no estado
da técnica. Mais de 34 genes que codificam para hidrofobinas foram clonados,
de mais de 16 espécies flngicas (consultar, por exemplo, o pedido de patente
WO 96/41882 que fornece a seqiiéncia 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 seqiéncias de
hidrofobina ou sintetizar novas hidrofobinas que tém propriedades

desejadas/incrementadas.
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Tipicamente, uma célula ou um organismo hospedeiro apropriado
é transformado por um construto de acido nucléico que codifica a hidrofobina
desejada. A seqUéncia codificadora do nuclectideo para o polipeptideo pode
ser inserida em um vetor de expressdo apropriado que codifica os elementos
necessarios para a transcricdo e a tradugdo e de uma maneira tal que serdo
expressos sob condicbes apropriadas (por exemplo, na orientagdo apropriada e
na estrutura de leitura correta e com seqiiéncias apropriadas de selegéo e de
expressdo). Os métodos requeridos para construir estes vetores de expresséo
s40 bem conhecidos dos técnicos no assunto.

Uma série de sistemas da expressdo pode ser usada para
expressar a seqliéncia de codificagdo de polipeptideo. Estes incluem, mas sem
ficarem a eles limitados, bactérias, fungos (incluindo leveduras), sistemas de
células de insetos, sistemas de cultura de células de plantas, e plantas, todas
transformadas com os vetores de expressdo apropriados. Os hospedeiros
preferidos sdo aqueles que s@o consideradas como sendo da classe
alimenticia - 'geralmente considerados como seguros' (GRAS).

As espécies fungicas apropriadas incluem leveduras tais como
(mas sem ficar a elas limitadas) aquelas dos géneros Saccharomyces,
Kluyveromyces, Pichia, Hansenula, Candida, Schizo saccharomyces, € 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 s&o de preferéncia
pelo menos 80% idénticas ao nivel de aminoécido 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
substituicées conservadoras ou outras mudangas de aminoacidos que néo

reduzem a atividade bioldgica da hidrofobina. Para a finalidade da invengéo,
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estas hidrofobinas que possuem este nivel elevado de identidade com uma
hidrofobina que ocorre naturalmente também 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 hidrofobina da superficie.
Consultar 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, App/.
Microbiol. Biotechnol, 57: 124 - 30: e De Vries et al., 1989, Eur. J. Biochem.
262: 377 - 85.

PRODUTOS ALIMENTICIOS AERADOS

Os produtos alimenticios aerados da invengdo se enquadram
tipicamente em um de quatro grupos - quentes, ambientes, frios ou congelados.
O termo "alimento" inclui bebidas. Os produtos alimenticios quentes incluem
bebidas tais como o café do tipo cappuccino. Os produtos alimenticios aerados
ambientes incluem o creme batido, marshmallows e produtos de padaria, por
exemplo, 0 pao. Os produtos alimenticios aerados frios incluem o creme batido,
mousses e bebidas tais como a cerveja, milk shakes e smoothies. Os produtos
alimenticios aerados congelados incluem confeitos congelados tais como
sorvetes, leite cremoso, iogurte congelado, sorvete de fruta, pastas moles,
sorvete mole, picolé de fruta, sorvete de creme, granitas e purés congelados.

De preferéncia, o produto alimenticio aerado € um produto de
confeitaria aerado.

O termo ‘"aerade" significa que um gas foi incorporado
intencionalmente no produto, tal como por meios mecanicos. O gas é de

preferéncia qualquer gas da classe alimenticio, tal como o ar, o nitrogénio ou o
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diéxido de carbono. A extensdo da aeragdo, especialmente no contexto dos
produtos alimenticios aerados, ¢ definida tipicamente em termos de
‘expansdo” (overrun). No contexto da presente invengéo, a % de expanséo é
definida em termos do volume como:
((volume do produto aerado final - volume da mistura)/volume da mistura) X
100

A quantidade de expansdo presente no produto ira variar
dependendo das caracteristicas desejadas do produto. Por exemplo, o nivel de
expanséo no sorvete ¢ tipicamente de cerca de 70 a 100%, € em confeitos tais
COmo Mousses a expansdo pode ser tao elevada quanto 200 & 250% em peso,
a0 passo que a expansdo em sorvetes de fruta varia de 25 a 30%. O nivel de
expansdo em alguns produtos frios, em produtos ambientes e em produtos
quentes pode ser mais baixo, mas geraimente de cerca de 10%, por exemplo,
o nivel de expans&o nos milk shakes é tipicamente de 10 a 40% em peso.

A quantidade de hidrofobina presente no produto ira variar
geraimente dependendo da formulagdo do produto e do volume da fase de ar.
Tipicamente, o produto ir& conter pelo menos 0,001% em peso de hidrofobina,
e 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 Unica fonte ou uma plurafidade 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 composigoes para a
obtencdo de um produto alimenticio aerado da invengdo, sendo que a
composicdo compreende uma hidrofobina. Tais composicdes incluem pré-
misturas liquidas, por exemplo, pré-misturas usadas na obtengéo de produtos

de confeitaria congelados, e misturas secas, por exemplo, pés, & quais um
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liquido aquoso, tal como o leite ou a 4gua, é adicionado antes ou durante a
aeragao.

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

As composicbes para a obtengdo de um produto alimenticio
congelado da invengdo irdo compreender outros ingredientes, além da
hidrofobina, que sdoc incluidos normalmente no produto alimenticio, por
exemplo, aclcar, gordura, emulsificantes, flavorizantes, etc. As composi¢des
podem incluir todos os ingredientes restantes requeridos para obter o produto
alimenticio de maneira tal que a composigao fique pronta para ser processada,
ou seja, aerada, para formar um produto alimenticio aerado da invengéo. As
composicdes secas para a obtencdo de um produto alimenticio aerado da
invengéo também irdo compreender outros ingredientes, além da hidrofobina,
que sdo normalmente incluidos no produto alimenticio, por exemplo, agucar,
gordura, emulsificantes, flavorizantes, etc. As composicdes podem incluir todos
os ingredientes ndo liquidos restantes requeridos para obter o produto
alimenticio, de maneira tal que o usudrio sé precisa adicionar um liquido
aquoso, tal como a agua ou o leite, e a composi¢éo estd pronta para ser
processada para formar um produto alimenticio aerado da invengdo. Estas
composigbes secas, cujos exemplos incluem pés e granulos, podem ser
projetadas para o uso industrial e de varejo, e sao beneficiadas com um volume
reduzido e uma vida Util mais longa.

A hidrofobina é adicionada a uma composicdo em uma forma e
em uma quantidade tais que fica disponivel para estabilizar a fase de ar. Pelo
termo  "adicionada’, entenda-se que a hidrofobina & introduzida

deliberadamente no produto alimenticio com a finalidade de tirar vantagem de
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suas propriedades de estabilizagao da espuma. Consequentemente, onde
estdo presentes ou séo adicionados ingredientes que contém contaminadores
fangicos, que podem conter polipeptideos de hidrofobina, isto nao constitui a
adicdo de hidrofobina dentro do contexto da presente invencéo.

Tipicamente, a hidrofobina ¢ adicionada ao produto alimenticio
em uma forma tais que tem a capacidade de automontagem em uma superficie
de ar-liquido.

Tipicamente, a hidrofobina ¢ adicionada ao produto alimenticio ou
as composicées da invengao em uma forma isolada, tipicamente pelo menos
parcialmente purificada, tal como pelo menos 10% pura, com base no peso dos
sdlidos. Por "adicionada na forma isolada", entenda-se que a hidrofobina ndo é
adicionada como parte de um organismo natural, tal como um cogumelo, que
expressa haturalmente as hidrofobinas. Ao invés disto, a hidrofobina
tipicamente tera sido extraida de uma fonte natural ou obtida pela expresséo
recombinante em um organismo hospedeiro.

Em uma realizagdo, a hidrofobina é adicionada ao produto
alimenticio na forma monomérica, dimérica efou oligomérica (isto &, que
consiste em 10 unidades monoméricas ou menos). De preferéncia, pelo menos
50% em peso da hidrofobina adicionada estdo em pelo menos uma dessas
formas, e com mais preferéncia pelo menos 75, 80, 85 ou 90% em peso. Uma
vez adicionada, a hidrofobina & tipicamente submetida a montagem na
interface de ar/liquido e, portanto, a quantidade de monémero, dimero e
cligbmero devem diminuir.

Em uma realizacdo, a hidrofobina é adicionada ao produto
alimenticio ou as composicoes aeradas da invengdo em uma forma isolada,
tipicamente pelo menos parcialmente purificada.

A hidrofobina adicionada pode ser usada para estabilizar a fase

de ar em um produto alimenticio aerado, geralmente ao inibir 0 engrossamento
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das bolhas, isto &, foi verificado que as hidrofobinas estabilizam nao somente 0
volume da espuma, mas também o tamanho das bolhas dentre da espuma.

A presente invencdo serd descrita agora com referéncia aos
seguintes exemplos que s&o apenas ilustratives e ndo limitadores.

DESCRICAQ DAS FIGURAS

A Figura 1 & um gréfico que mostra a expans@o como uma fungao
da concentracdo de proteina de hidrofobina, caseinato de sédio e leite em po
desnatado na agua.

A Figura 2 € um grafico que mostra a estabilidade de espuma de
0,1% em peso de hidrofobina expressa como expansdo. A estabilidade da
espuma @ mostrada para o hidrofobina (1) na agua (2) em uma solugéo de
sacarose a 20% em pesoc e (3) em uma solugéo a 20% em peso de sacarose e
1% em peso de goma de guar.

A figura 3a é um grafico que compara a estabilidade da espuma
de 0,1% em peso de hidrofobina na agua com solugdes aquosas de 2% em
peso de caseinato de sédio, 2,86% em peso de leite em po desnatado
(equivalente a cerca de 1% em peso de proteina) e 6,67% em peso de proteina
do soro de leite coalhado (equivalente a cerca de 2% em peso de proteina). As
espumas produzidas ao usar a hidrofobina sdo consideravelmente mais
estéveis do que aquelas de proteinas convencionais.

A Figura 3b é um grafico que compara a estabilidade da espuma
de 0,1% em peso de hidrofobina e 2% em peso de caseinato de sédio em uma
solucdo de sacarose a 20% em peso. A espuma produzida ac usar a
hidrofobina & consideravelmente mais estavel do que aquela do caseinato de
sodio a 2%.

A Figura 3c & um grafico que compara a estabilidade da espuma
de 0.1% em peso de hidrofohina e 2% em peso de caseinato de sodic em uma

solugao de 20% em peso de sacarose e 1% em peso de goma de guar. A



10

20

25

13

espuma produzida ao usar a hidrofobina é consideravelmente mais estavel do
que aquela do caseinato de sédio a 2%.

A Figura 4 é uma micrografia eletronica de varredura de um
produto alimenticio aerado da invengéo apés (A) um dia e (B) duas semanas a
temperatura fria.

A Figura 5 & um grafico que mostra as propriedades reologicas
interfaciais (G' e G") da interface de ar/agua na presenga de hidrofobina. Deve
ser observado que os valores aumentam a uma extens&o tal que vao além da
capacidade do instrumento.

A Figura 6 é um grafico que mostra a elasticidade interfacial (G')
na interface de ar/agua de 0,00035% em peso de hidrofobina em comparagao
com 0,0007% em peso de caseinato de sodio e proteina do soro de leite
coalhado. Embora a leitura da hidrofobina fique fora da escala, o resultado
mostra que a elasticidade interfacial da hidrofobina é significativamente maior
do que aquelas formadas por proteinas convencionais.

A Figura 7 é um diagrama que mostra os regimes de
cisalhamento para os produtos congelados aerados.

A Figura 8 € uma micrografia eletrénica de varredura das micro-
estruturas do produto - fresco e apds o abuso (ampliagéo de 100 vezes).

A Figura 9 é uma micrografia eletronica de varredura das micro-
estruturas do produto - fresco e apos o abuso {(ampliagéo de 300 vezes).

EXEMPLO 1 - CAPACIDADE DE FORMAGAQ DE ESPUMA

(a) Caseinato de Saddio, Proteina de Leite Desnatado ou Hidrofobina na
Agua

A capacidade de formagdo de espuma de hidrofobina Il de
Trichoderma reesei (HFB i) foi comparada aquela da proteina do leite,
espumavel utilizada extensamente, o caseinato de sodio (DMV International,

Holanda. 88 a 90% de proteina, 1,5% de gordura e 6% de umidade) e leite
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desnatado (United Milk, .Reino Unido. 33 a 36% de proteina, 0,8% de gordure,
3,7% de umidade). A HFBII foi obfida junto & VTT Biotechnalogy, Finlandia
(purificada de Trichoderma reesei essencialmente tal como descrito no pedido
de patente WO 00/58342 e em Linder et al., 2001, Biomacromolecules 2: 511 -
517).

A tabela abaixo mostra as concentragdes das solugbes de

proteina que foram preparadas.

TABELA 1 - SOLUCOES PREPARADAS

Fonte Concentragdo  Tempo de
de proteina % em peso Cisalhamento (s)
HFB H ex. T. Reesei 0,05 600
HFB Il ex. T. Reesei 0,08 600
HFB ll ex. T. Reesei 0,1 600
Caseinato de sodio 0,1 600
Caseinato de sodio 0,5 300
Caseinato de sodio 1 120
Caseinato de sodio 2 60
SMP 0,29 600
SMP 1,43 345
SMP 2,86 165
SMP 5,71 60

As solugbes da proteina do leite foram preparadas ao usar um
agitador magnético e a proteina foi borrifada na agua a temperatura ambiente.
A solugko foi entdo aquecida até 60°C, mantida por cinco minutos e a seguir
resfriada até 5°C. As solugbes de HFB Il foram preparadas ao usar um banho
ultra-sénico Sonicor modelo SC-42 (Sonicor Instrument Corp). A HFB 1l foi
adicionada como uma aliguota ou um pd seco que foi sonicado durante 30

segundos a 1 minuto & temperatura ambiente até que toda a HFB ficasse
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dispersa, e obtido um liquido transparente. Esta solugéo também foi resfriada
até 5°C antes da aeragao.

Espumas foram produzidas ao cisalhar cada solugao por até um
maximo de dez minutos em um recipiente cilindrico revestido por ago inoxidave|
montado verticalmente resfriado (2°C) com proporgdes internas de 105 mm de
altura e um didmetro de 72 mm. A tampa do recipiente preenche 54% do
volume interno, restando 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 enquanto ele gira (dimensGes
de 72 mm x 41,5 mm). Ao rotor, também séo unidas duas ldminas de elevado
cisalhamento semicirculares (didmetro de 60 mm) posicionadas a um angulo de
45 graus ao acessorio retangular.

80 ml da solugéo foram despejados no recipiente, o bastante para
cobrir a metade do rotor, e a tampa foi fixada. A solugdo foi entdo cisalhada a
1.250 rpm para o periodo acima mencionado (Tabela 1). A solug&o aerada foi
entdo despejada de imediato em um cilindro de medicdo, desse modo
resultando uma medida de expanséo de volume. A capacidade de formagéo de
espuma que se refere ac volume da espuma € indicada em termos da
porcentagem de "expansdo”, e baseada na definicio de Arbuckle (ibid).

% de expans&o = 100 x {volume da espuma - volume da solugdo nac aerada) /
(volume da solug@o ndo aerada)

A Figura 1 mostra as expansdes obtidas para o caseinato de
sodio, SMP e HFB I

Estes resultados mostram que a hidrofobina é pelo menos t&o
espumavel quanto o caseinato de sédio e 0 SMP, com uma concentragdo mais
baixa necesséria para gerar uma expansao similar.

(b} Caseinato de sodio e HFB na presenca de outros ingredientes

O caseinato de sodio e a HFB Il também foram aerados na presenca
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de 20% de sacarose (Tate & Lyle) e de 20% de sacarose + 0,5% de goma de guar
(Willy Benecke, Alemanha, 78% de goma, 14% de umidade, 7% de proteina, 4% de
residuo insolivel em &cido, 1% de gordura e 1% de cinza). No caso do caseinato de
sodio com sacarose, 0s pos secos foram combinados e entdo adicionados
lentamente & dgua a temperatura ambiente que estava sendo misturada em um
agitador magnético. A solugéo foi aquecida entdo até 60°C, mantida por cinco
minutos e a segquir resfriada até 5°C. Quando a goma guar estava presente, ¢ guar
foi adicionado & soluggo em primeiro lugar com metade da sacarose a temperatura
ambiente. Essa solugdo foi entdo aquecida até 80°C e mantida por cinco minutos
antes de ser resfriada até 60°C. O caseinato de sédio foi adicionado neste momento
com restante da sacarose. A agitagdo foi continuada & temperatura por trinta
minutos antes de ser resfriada até 5°C. No caso da HFB I, ela foi adicionada
separadamente a uma solugéo de sacarose ou de sacarose e guar resfriada tanto
como uma aliquota ou um po seco. A mistura inicial foi executada em um agitador
magnético, seguida por trinta segundos no banho ultra-sonico. A Tabela 2 mostra as
solugbes preparadas.

Estas solugbes foram aeradas por dez minutos tal como descrito
na segao (a) e a expansao obtida pelo volume em um cilindro de medicdo. A

Tabela 2 mostra a expansao obtida para cada amostra.

TABELA2

Amostra Concentra¢éo de Expanséo
Proteina (% pip) média

0,1% de NaCas + sacarose 0,1 78,75
0,1% de NaCas + sacarose + 0,5% de goma de guar0,1 70
0,1% de NaCas + sacarose 0,1 55
0,1% de HFB + sacarose 0,1 75
0,1% de HFB + sacarose 0,1 83

0,1% de HFB + sacarose 0,1 96
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Estes resultados mostram que a hidrofobina tem uma capacidade
de formacio de espuma similar ao caseinato de sédio em um sistema mais

complexo que inclui o aglcar, e opcicnalmente guar.

EXEMPLO 2 - ESTABILIDADE DA ESPUMA

A estabilidade de uma espuma de HFB Il foi comparada a
algumas proteinas do leite normalmente usadas: soro de leite coalhado, leite
em pé desnatado e caseinato de sodio. Apds a producao, as espumas foram
despejadas em um cilindro de medicdo para avaliar a sua estabilidade em
termos do volume da espuma como uma fungdo do tempo. O volume da
espuma ¢ indicado em termos da porcentagem de "expansédo", e baseada na
definicgo de Arbuckle (ibid).

% de Expansao= 100 x (volume da espuma - volume da solugéo néo aerada) /
(volume da solugao néo aerada)

A estabilidade destas espumas foi medida ac monitorar as
amostras contidas em cilindros de medigéo de 250 mi e ao registrar o nivel
de soro e a altura da espuma com o passar do tempo a temperatura
ambiente. O liguido nas espumas drena com o passar do tempo,
conduzindo a duas camadas separadas e distintas: uma espuma em cima,
e a solugdo aquosa em baixo. Isto ocorre porque a fase aquosa néo
contém uma quantidade significativa ou qualquer agente de viscosidade.
No entanto, € a estabilidade da fase da espuma que € o ponto de interesse
neste caso. Para o calculo da expanséo, o volume da espuma é tomado
como o volume inteiro do sistema, isto &, ambas a fase de ar (espuma) e a
fase liquida, independente do fato se elas se separaram em duas camadas
distintas. O valor de expansdo fornece, portanto, uma indicagdo
quantitativa da estabilidade da espuma para 0s mecanismos de
rompimento tipicos, tal como a coalescéncia (com eles mesmos e a

atmosfera) e o desproporcionamento.
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As proteinas foram dispersas em 4gua apenas € na presenga de 20%
de sacarose e 20% de sacarose + 1% de goma de guar. A Tabela 3 mostra as
amostras que foram preparadas. O pé do soro de leite coalhado (Avonol 600 - 30%
em peso de proteina, 3,5% em peso de umidade, 2,5% em peso de gordura, 7% em

peso de cinza e 53% em peso de lactose) foi obtido junto & Glanvia, Irlanda.

TaBELAS
Fonte Concentragdo  Tempo de
de proteing de proteina  cisalhamento (s)
HFB Il 0,1 600
HFB Il + 20% de sacarose 0,1 600
HFB Il + 20% de sacarose e 1% de gomade guar 0,1 600
Caseinato de sddio 2 60
Caseinato de sodio + 20% de sacarose 2 60

Caseinato de sodio + 20% de sacarose e 1% de goma de guar 2 60
Leite em po desnatado 2,86 165
P4 de soro de leite coalhado 6,67 45

As solugdes da proteina do leite foram preparadas ao usar um
agitador magnético e a proteina foi borrifada na agua a temperatura ambiente.
A solugdo foi entdo aquecida até 60°C, mantida por cinco minutos e a seguir
resfriada até 5°C. As solugdes de HFB Ii foram preparadas ao usar um banho
ultra-sénico Sonicor modelo SC-42 (Sonicor Instrument Corp). A HFB I foi
adicionada como uma aliqucta ou um po seco que foi sonicado por 30
segundos a 1 minuto & temperatura ambiente até que toda a HFB ficasse
dispersa, e obtido um liquido transparente. Esta solugdo tambem foi resfriada
até 5°C antes da aeragéo.

Quando 20% de sacarose e 20% de sacarose + 0,5% de guar
estavam presentes, a preparagao foi ligeiramente diferente. No caso do

caseinato de sodio com sacarose, 0s pos secos foram combinados e entéo
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borrifados na 4gua a temperatura ambiente que estava sendo misturada em um
agitador magnético. A solugao foi entdo aquecida até 60°C, mantida por cinco
minutos e entdo resfriada até 5°C. Quando a goma de guar estava presente, 0
guar foi adicionado & solugdo em primeiro fugar com metade da sacarose a
temperatura ambiente. Esta solugéo foi entdo aquecida até 80°C e mantida por
cinco minutos antes de ser resfriada até 60°C. O caseinatc de sédio foi
adicionado neste momento com o restante da sacarose, e a agitagéo foi
continuada a temperatura por trinta minutos antes do resfriamento ate 5°C. No
caso da HFB |i, ela foi adicionada separadamente a uma solugéo de sacarose
ou sacarose e guar resfriada como uma aliquota ou um pd seco. A mistura
inicial foi executada em um agitador magnético, seguida por trinta segundos no
banho ultra-sénico. Espumas foram produzidas tal como descrito no Exemplo
1, exceto pelo fato que termos diferentes desse cisalhamento foram usados de
modo a gerar em cada caso cerca de 100% de expanséo.

A micro-estrutura da espuma de hidrofobina foi visualizada
através de Microscopia Eletrnica de Varredura a Baixa Temperatura (LTSEM).
A amostra de espuma foi cisalhada em primeiro fugar a +5°C e mergulhada em
nitrogénio liquido. A amostra foi mantida a -80°C em gelo seco antes da
preparacdo da amostra de SEM. Uma se¢do da amostra foi cisalhada com
cuidado por causa de sua estrutura muito fragil. Esta se¢éo, com um tamanho
de cerca de 8 mm x 6 mm x 10 mm, foi montada em um suporte de amostra ao
usar um composto: OCT ™ no ponto de congelamento (fornecido pela Agar
Scientific). A amostra incluindo o suporte € mergulhada em uma lama de
nitrogénio liquido e transferida para uma camara de preparagdo a baixa
temperatura: Oxford Inst. CT1500HF. A camara esta sob vacuo, cerca de 0,01
a 0,001 Pa (10 a 10" mbars). A amostra & mantida em uma temperatura
abaixo de -110°C em um estagio frio. A amostra é fraturada dentro da cadmara

a0 usar uma {&mina de bisturi e revestida com ouro ao usar plasma de argonio.
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Este processo também ocorre sob vacuo com uma presséo aplicada de 10 Pa
(10" milibars) e uma corrente de 5 miliamperes por frinta segundos. A amostra
é entdo transferida para um microscdpio eletrénico de varredura convencional
(JSM 5600), equipado com um estagio frio da Oxford Instruments a uma
temperatura de -150°C. A amostra & examinada e as areas de interesse sao
capturadas através de um software de aquisicdo de imagem digital.

Resultados - Estabilidade de espuma da espuma criada ao usar a
hidrofobina

A espuma produzida ao usar a hidrofobina permaneceu estavel
por um periodo de tempo longo em todos os trés sistemas testados (agua, +
sacarose + sacarose e guar) - vide a Figura 2.

Resuitados - Comparagéo da estabilidade da espuma das proteinas na agua.

As espumas produzidas a partir de caseinato de sodio, leite em pd
desnatado e a proteina do soro de leite coalhado séo todas muito instaveis em
comparagdo com a espuma produzida ao usar a hidrofobina (vide a figura 3A). Alem
disso, concentragbes mais altas de solugbes de leite em pd desnatado e de proteina
do soro de leite coathado séo requeridas para obter uma expanséo iniciai de 100% do
que a concentragdo necessaria para a hidrofobina.

Resultados - Comparacdo da estabilidade de espuma de

hidrofobina e caseinato de sédio na presenca de sacarose/goma de guar.

As espumas produzidas ao usar a hidrofobina permaneceram muito
estaveis por um periodo de tempo consideravel (duas semanas), ao passo que as
espumas produzidas ao usar o caseinato de sédio eram estaveis por menos de vinte
minutos na presenca da sacarose (Figura 3b) e menos de duas horas na presenga da
sacarose e da goma de guar (Figura 3c).

Portanto, a hidrofobina pode ser usada a uma concentragdo baixa
para criar quantidades significativas de espuma que permanecem muito

estaveis em relagéo as outras proteinas normalmente usadas.
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Em resumo, os dados mostram que a espuma que é criada com 0,1%
de HFB 11 & mais estavel que aquelas produzidas pelas outras proteinas testadas.
Todas as espumas drenam com o passar do tempo (o que pode ser reduzido pela
adicao de espessantes), mas as bolhas para as espumas de hidrofobina ainda
permanecem estaveis, isto &, o sistema da espuma ainda retem o ar (expanséo).
Além disso, foi verificado que as bolhas presentes nas espumas feitas com
hidrofobina permanecem estaveis ao engrossamento das bolhas a temperaturas frias
por pelo menos duas semanas (vide a Figura 4, que mostra as micrografias de SEM
que demonstram que o tamanho da bolha fica substancialmente inalterado depois de
duas semanas). Desse modo, a hidrofobina melhora a estabilidade de espuma em
termos do volume da espuma e do tamanho da bolha. Deve ser observado que as
fraturas observadas na supefficie das bolhas devem ser peculiaridades do
procedimento de preparagao de SEM.

EXEMPLO 3 - MEDICAQ DA VISCOSIDADE DA SUPERFICIE E DA ELASTICIDADE AO USAR

A REOMETRIA DE SUPERFICIE

Um redmetro interfacial Camtel CIR-100 (Camtel [nstruments
Limited, Royston, Herts, Reino Unido), foi usado para medir a viscosidade
superficial e a elasticidade. Tais dados fornecem uma indicagao de qudo bem
uma molécula adsorvida ira estabilizar uma espuma.

O instrumento foi usado no modo de ressonancia normalizada, ao
usar um anel du Nouy de 13 mm de didmetro na superficie do liquido em um
prato de amostra de 46 mm de didmetro. O anel oscila na superficie da
amostra, e um sensor de deslocamento de alfa resolucdo é usado para
monitorar a amplitude da tensao na faixa de + 1.

Cada corrida foi executada ao usar as mesmas condigbes
experimentais. As corridas eram varreduras do tempo, com a freqiiéncia de
partida em 3 Hz, e a amplitude de partida em 10.000 pradianos, e as medidas

foram tomadas & temperatura ambiente. A duracéo do teste foi ajustada em
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36.000 segundos, com 240 pontos de dados agrupados durante esse tempo.
Os parametros fisicos de interesse so G' (mddulo de armazenagem) e G"
(médulo de perda) como uma fungéo do tempo, os quais fornecem uma
indicagéo da viscoelasticidade da camada de superficie adsorvida.

As amostras da proteina foram diluidas com agua até a concentragao
requerida. As medicdes da reologia de superficie séo feitas em relag&o a dgua pura, a
qual foi medida antes da medi¢ao das solugdes de proteina.

Os dados da reologia de superficie sdo mostrados nas Figuras 5
¢ 6. Para a proteina hidrofobina, G' e G" aumentam gradualmente com o
passar do tempo, antes de um aumento rapido em ambos ser observado. Nos
exemplos mostrados, os valores aumentam até uma extensao tal que véo aléem
das capacidades de medigac da configuragdo experimental. Até mesmo as
concentragdes muito baixas (menos de 0,001% em peso), os valores para G'e
G" atingem valores muito maiores do que aqueles das proteinas usadas como
comparagdes: a proteina do soro de leite coalhado e o caseinato de sodio.

Pode ser concluido a partir destes dados que a hidrofobina estabiliza
as espumas eficazmente ao formar camadas de superficie viscoglasticas muito fortes
em torno das bolhas. Estes conduzem a uma boa estabilidade versus os mecanismos
de desestabilizagdo de espuma tipicos, tais como a coalescéncia € o
desproporcionamento. Acredita-se que as espumas de proteina do soro de leite
coalhado e o caseinato de sodio sdo ambas menos estaveis do que a espuma de
hidrofobina, uma vez que as camadas de superficie nao exibem valores de G' e G"
tao elevados quanto & hidrofobina em concentragdes comparaveis da solugéo.

Por conseguinte, as hidrofobinas podem ser usadas para inibir o
engrossamento das balhas em um produto alimenticio aerado, por exemplo, ao
inibir ou reduzir o desproporcionamento e/ou a coalescéncia. Analogamente,
as hidrofobinas podem ser usadas para estabilizar as espumas em um produto

alimenticio aerado. Além disso, devido ao fato que as hidrofobinas inibem o
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engrossamento das bolhas, sera possivel melhorar a retengao da forma e a

rigidez de produtos aerados.

EXEMPLO 4 - PRODUTOS CONGELADOS AERADOS

Os produtos congelados aerados foram preparados ao usar trés

tipos de proteina:
A: Caseinato de Sodio (Na Cas)
B: Leite em P06 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 4 e

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

foi preparado séo mostradas na Tabela 5.

Ingrediente Composicéo Fornecedor
Caseinato de sodio 88 - 90% de proteina,| DMV International,

1,5% de gordura, 6% de|Holanda

umidade

Leite em pd desnatado 33 - 36% de protelna, | United Milk, Reino Unido
0,8% de gordura, 3,7% de

umidade
Hidrofobina do tipo Il (HFB |Purificada de Trichoderma | VIT Biotechnology,
in reesei essencialmente tal| Finlandia

como descrito no
pedido de patente WO
00/58342 e em Linder et &l.
2001, Biomacromolecules
2: 511 -517).

Oleo de coco refinado Van den Bergh Foods, Ltd

Sacarose Tate and Lyle, Reino Unido
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TABELA 4. MATERIAIS USADOS

Mistura A Mistura B Mistura C

Concentracio / % em peso

Ingrediente

Caseinato de sédio 2,0 - -
Leite em pd deshatado - 11,42 -
HFB II - - 0,2
Oleo de coco 5,0 50 50
Sacarcse 25,0 20,0 25,0
Agua 68,0 63,58 69,8

Tabela 5. Formulagdes usadas

PREPARAGCAO DOS PRODUTOS CONGELADOS AERADOS

PREPARAGAO DA MISTURA (EMULSAO)

Todas as misturas foram feitas em bateladas de 100 g. Para as
Misturas A e B (que contém caseinato de sédio e leite em po desnatado,
respectivamente), a proteina foi combinada com a sacarose e dispersada em
agua fria ao usar um agitador magnético. A solugéo foi entdo aquecida até
60°C com agitacdo 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 afunilada de 6,4 mm) por
trés minutos a uma amplitude de 70% com a ponta bem imersa na solugéo. A
emulsao foi entédo resfriada rapidamente em um banho de agua a -10°C até a
temperatura da solucéo ficar igual a 5°C, para cristalizar as gotas de gordura.
As misturas foram armazenadas a 5°C até um uso adicional.

Para a Mistura C (que contém HFB II), a sacarose foi dispersa em
primeiro lugar em agua fia com agitagdo. Em seguida, metade da
concentragdo requerida de HFB Il foi adicionada a esta como uma aliquota. A
solugdo foi entdo sonicada suavemente em um banho sénico por frinta

segundos para dispersar totalmente a HFB II. Esta solugéo foi entao agitada
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em um agitador magnético e aquecida até 40°C. Antes de a gordura derretida
ser adicionada, a solugo foi sonicada outra vez em um banho sonico por trinta
segundos. A gordura derretida foi entao adicionada e a mistura foi emulsionada
e resfriadas tal como descrito para as misturas A e B. Outra afiquota de HFB I
foi entdo adicionada a esta solugao fria para elevar a concentragao da HFB !
até 02%. O primeiro 0,1% de HFB Il foi para emulsionar e estabilizar a
gordura. A segunda adicdo de HFB Il deve fornecer 0 excesso adequado de
HFBII para obter uma boa estabilidade de aeragao e de espuma.

A analise do tamanho de particula nas emulsées frias foi feita ac

usar um Malvern Mastersizer 2000.

ANALISE DAS EMULSOES

Seguindo esta metodologia, foi possivel a obtencéo de emulsoes
com gotas de gordura pequenas. Um resumo dos tamanhos das gotas de dleo

medidos é mostrado na Tabela 3.

Mistura Didmetro da gota de gordura
D(3,2) /um

A (Na Cas) 04

B (SMP) 0,25

C (HFB Il 1,88

Tabela 8. Tamanho de particula da emulséo tal como medido ao usar o

Malvern Mastersizer 2000.

PROCESSO DE CONGELAMENTO COM CISALHAMENTO

80 ml da mistura foram cisalhados e congelados simultaneamente
no recipiente descrito no Exemplo 1. Essencialmente, um protétipo aerado e
congelado é produzido tal como segue: A mistura dentro do recipiente
encerrado é misturada com um impulsor a uma taxa de cisalhamento elevada a
fim de incorporar o ar. Simultaneamente, o agente refrigerante flui em tomo da

camisa do recipiente para resfriar e congelar a mistura. O impulsor também
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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 é desacelerada a fim de
permitir resfriamento e congelamento melhores. Os regimes de cisalhamento
usados para cada mistura sao apresentados graficamente na Figura 7.

Para a etapa de congelamento e aeragao com as Misturas AeB
(que contém caseinato de sédio e leite em po 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 Ae
B permitiu o resfriamento da mistura e a geragéo de um pouco de viscosidade
(através da formagao e da incorporagao de gelo) antes da aeragao ao usar um
cisalhamento mais elevado. Um tempo curto 4 alta velocidade incorporou o ar e
a velocidade foi entdo reduzida para permitir que as amostras alcangassem
pelo menos -5°C.

Para a Mistura C (que contém HFB i) o recipiente foi resfriado até
cerca de 5°C e a amostra foi adicionada, e o cisalhamento elevade para a
aeracdo foi iniciado. O agente refrigerante (ajustado em -18°C) néo foi
colocado para circular antes de nove minutos devido ao tempo aumentado
requerido para gerar 100% de expansac. Uma vez que o agente refrigerante
foi colocado para circular {em nove minutos), foi adotado o mesmo padrao de
cisalhamento-resfriamento que o anterior (para A € B).

Ao final do processo, a expansio foi medida e as amostras (cerca
de 15 g) foram colocados em recipientes 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 AERADOQS

Todos os produtos congelados aerados foram armazenados sob

dois regimes de temperatura:
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(a) -20°C. A andlise subseqlente foi feita dentro de uma semana da
producao 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

subseqlientemente a -20°C antes da analise.

Amostra Tempo de cisathamento Expansio Temperatura do

a1.200 rpm produto final
min % °C
A (Na Cas) 1 103 -5,3
B (SMP) 1 98 -8
B (SMP) 1 94 -5,8
C(HFBII) 10 75 5

Tabela 8. Detalhes do processo e expansdo do produto para os produtos
preparados a partir das Misturas A, B, e C.

Os produtos finais foram analisados tal como segue:
Expans&o do produto recém produzido
Analise de SEM em produto fresco e submetido a abusos de temperatura
Comportamento de fuséo do produto fresco e submetido a abusos de
temperatura

EXPANSAQ

A expansao para cada um dos produtos € resumido na Tabela 8.
Todas as misturas eram aeraveis e incorporaram quantidades significativas de
ar.

EsTtaBILIDADE MICRO-ESTRUCTURAL: METODOLOGIA

Microscopia Eletrénica de Varredura (SEM)
A micro-estrutura de cada um dos produtos foi visualizada ao
empregar a Microscopia Eletrbnica de Varreadura a Baixa Temperatura

(LTSEM). A amostra foi resfriada até ~80°C em gelo seco € uma segao da
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amostra foi cortada. Esta se¢do, com um tamanho de cerca de 5 mm x & mm x
10 mm, foi montada em um suporte de amostras ao usar um composto Tissue
Tek : OCT ™ (11% de PVA, 5% de Carbowax e 85% de componentes néo
reativos). A amostra incluindo o suporte foi mergulhada em tama de nitrogénio
liquido e transferida a uma camara de preparagéo de baixa temperatura:
Oxford Instrument CT1500HF. A camara esta sob vacuo, cerca de 10 Pa (10*
bar), e a amostra & aquecida até -90°C. Gelo é causticado lentamente para
revelar os detalhes da superficie ndo causados pelo proprio gelo, de modo que
a 4gua é removida a esta temperatura sob vécuo constante por 60 a 90
segundos. Uma vez registrada, a amostra é resfriada até —110°C culminando
com a sublimagéo, e revestida com ouro ao usar plasma de argonio. Este
processo também tem lugar sob vacuo com uma presséo aplicada de 10 Pa
(10" milibars) e uma corrente de 6 miliamperes por 45 segundos. A amostra €
transferida entdo a um Microscépio 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 sao capturadas
atraves de um software de aquisi¢do de imagem digital.

ANALISE MICRO-ESTRUTURAL: RESULTADOS

A Microscopia Eletrénica de Varredura (SEM) foi usada para
examinar a micro-estrutura dos produtos congelados frescos e submetidos a
abusos de temperatura. As imagens representativas podem ser vistas nas
Figuras 8 e 9 em ampliagdes diferentes.

Depois de serem submetidas a abusos de temperatura, as
imagens de SEM mostram claramente que o produto que contém HFB Il (da
mistura C) reteve a sua micro-estrutura original, isto €, ha relativamente pouco
cristal de gelo aparente e engrossamento de bolhas de ar. Este & o caso depois
de uma armazenagem de uma e duas semanas a -10°C. No entanto, 0s

prototipos 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 contem
HFB Il exibe uma estabilidade muito maior a abusos de temperatura do que o
produto congelado obtido ao usar caseinato de sddio ou leite em po6 desnatado.
A HFBIl tem uma influéncia na estabilidade das bolhas de ar.

COMPORTAMENTO EM FusAo: METODOLOGIA

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

COMPORTAMENTO EM FUSAO: RESULTADOS

Estas diferengas micro-estruturais (espuma estavel e gelo
estavel) tiveram algum impacto no comportamento em fusdo do produto
congelado. A amostra congelada aerada produzida a partir da Mistura C (que
contem HFBII) reteve melhor o seu formato em fus&o, em comparagao com o
produto obtido com caseinate de sodio ou leite em po desnatado (isto €, as
Misturas A e B, respectivamente).

A medida que o gelo derretia e formava agua, ele fluia através da
grade de fusao. No entanto, para o produto com HFB I, grande parte da espuma
tambem permaneceu na grade com algumas gotas estaveis de espuma observadas
em baixo - nenhuma destas caracteristicas foi cbservada com as proteinas
convencionais (caseinato de sodio e leite em pé desnatado). isto ilustra as diferengas
na estabilidade da espuma entre cada uma das proteinas usadas.

DIFERENCAS TEXTURAIS ENTRE 08 PrODUTOS A, B,EC

Diferencas evidentes na textura entre as trés amostras também
puderam ser observadas apos uma armazenagem de uma semana a —10°C

(isto €, as amostras submetidas a abusos de temperatura). Na manipulagéo do
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produto obtido ao usar caseinato de sédio (A) e leite em pé desnatado (B), foi
observado que estes t8m uma textura muito macia e muito flocosa, 0 que era
dificil de remover de maneira limpa do papel de silicio usado para forrar o
recipiente 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 recipiente de amostra. Em outras palavras, o produto preparado ao
usar HF Bl 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 sddio ou leite em pd desnatado.

As varias caracteristicas e realizagdes da presente invencéo,
indicadas em segdes individuais acima, aplicam-se, tal como apropriado, a
outras segbes, fazendo as alteracbes necessérias. Conseglientemente, as
caracteristicas especificadas em uma secdo podem ser combinadas com as
caracteristicas especificadas em outras se¢des, tal como apropriado.

Todas as publicagbes mencionadas no relatério descritivo acima
$&0 aqui incorporadas a titulo de referéncia. Varias modificagdes e variagbes
dos métodos e dos produtos descritos da invencdo serdo aparentes acs
elementos versados na técnica sem que se desvie do ambito da invengéo.
Embora a invengéo tenha sido descrita com relagio a realizagbes preferidas
especificas, deve ficar compreendido que a invengéo tal como reivindicada néo
deve ficar inadequadamente limitada a tais realizagbes especificas. De fato,
varias modificagbes dos modos descritos para a pratica da invengéo que sdo
aparentes aos elementos versados nos campos correspondentes devem ficar

dentro do &mbito das reivindicagbes a seguir.
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REIVINDICACOES
1. PRODUTO ALIMENTICIO AERADO, caracterizado pelo

fato de que compreende pelo menos 0,001% em peso de hidrofobina e menos
de 1% em peso de hidrofobina.

2. PRODUTO, de acerdo com a reivindicacéo 1, caracterizado
pelo fato de que compreende hidrofobina na forma isolada.

3. PRODUTO, de acordo com uma das reivindicagdes 1 a
2, caracterizado pelo fato de que a hidrofobina é uma hidrofobina da classe
Il

4. PRODUTO, de acordo com uma das reivindicagtes 1 a 3,
caracterizado pelo fato de gque € um produto alimenticio congelado.

5. PRODUTO, de acordo com uma das reivindicagdes 1 a 4,
caracterizado pelo fato de que & um produto alimenticio resfriado.

6. PRODUTQ, de acordo com uma das reivindicagtes 1 a 5,
caracterizado pelo fato de que € um produto de confeitaria aerado.

7. COMPOSICAO PARA A OBTENGAO DE UM PRCDUTO
ALIMENTICIO AERADOQ, conforme descrito em uma das reivindicagcoes 1 a
6, caracterizada pelo fatoc de que a composigdao compreende hidrofobina na
forma isolada em conjunto com o0s ingredientes restantes do produto
alimenticio.

8. COMPOSICAO SECA PARA A OBTENGAQ DE UM
PRODUTO ALIMENTICIO AERADO, conforme descritoc em uma das
reivindicagdes 1 a 6, caracterizado pelo fato de que a composicao compreende
hidrofobina na forma isclada em conjunto com os ingredientes nao liquidos
restantes do produto alimenticio.

9. USO DE UMA HIDROFOBINA, caracterizado pelo fato de
ser em um metodo de inibigdo do engrossamento de bolhas em um produto

alimenticio aerado.



10. USO DE UMA HIDROFOBINA, caracterizado pelo fato de
ser em um método de aumento da retengdo da forma e /ou rigidez em um

produto alimenticio aerado.
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FIG. 3A

Estabilizacdo da espuma como transhordamento
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FIG. 3C

Estabilizagao da espuma em 20% de sacarose e 1% de goma de guar expressa
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FIG. 4

A (1 dia a temperatura fria)
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REsumo
“PRODUTO ALIMENTICIO AERADO, COMPOSIGCAO PARA A OBTENCAO
DE UM PRODUTO ALIMENTICIO AERADO, COMPOSICAO SECA PARA A
OBTENGCAO DE UM PRODUTO ALIMENTICIO AERADO E USOS DE UMA
HIDROFOBINA”
A presente invengao se refere a um produto alimenticio aerado
gue inclui hidrofobina. Também é apresentado o uso de uma hidrofobina em
um método de inibicao do engrossamento de bolhas em produtos alimenticios

aerados.
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