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“PRODUTO ALIMENTICIO AERADO E PROCESSO PARA PRODUZIR UM
PRODUTO ALIMENTICIO AERADO”

CAMPO TECNICO DA INVENCAO

A presente invencdo se refere a produtos alimenticios mornos
aerados e métodos de produgdo dos mesmos. Em particular it se refere a
produtos alimenticios aerados contendo hidrofobina.

ANTECEDENTES DA INVENGAO

Produtos alimenticios aerados, tais como sorvete, sorvete de
frutas, musse e creme batido, contém bolhas de gas dispersas que
proporcionam a textura e o corpo desejados ao produto alimenticio. A
aparéncia visual dos produtos alimenticios pode também ser mudada e
aprimorada pela incorporagao de bolhas de ar, por exemplo, branqueamento
ou opacificagdo de um produto.

E dificil se preservar bolhas de gas por periodos de tempo
significativos. Isto ocorre pelo fato de que a dispersao de bolhas de gas é
vulneravel a engrossamento, isto € desenvolvimento de bolha por formagao de
creme, coalescéncia e despropor¢cao. Os referidos processos de
desestabilizagcao resultam em menos e maiores bolhas. Em ultima analise, os
referidos processos podem conduzir ao completo colapso da espuma. Como
resultado de perda de espuma e engrossamento de bolha, a qualidade do
produto deteriora afetando nao sé a aparéncia visual mas também a textura ao
consumo. Isto é indesejavel para o consumidor.

Problemas adicionais podem surgir quando produtos alimenticios

~aerados sao produzidos na presenga de soélidos soluveis ou insolaveis, em

particular quando os referidos produtos alimenticios aerados tiverem que ser
submetidos a uma etapa de aquecimento. Isto € pelo fato de que a espessura,
ou viscosidade, dos materiais esta relacionada a temperatura dos mesmos. O

aumento da temperatura tipicamente leva a uma redugédo na viscosidade do
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material. Portanto, para o caso de um produto aerado, aquecimento reduz a
viscosidade do produto e, como resultado, isto aumenta o coeficiente de
movimento de bolha e formagédo de creme. O referido processo conduz a
desestabilizagao do coeficiente de espuma e colapso.

Por exemplo, a fase de ar em um produto aerado pode ser
estabilizada em temperaturas frias ou ambiente ao conter uma grande
quantidade de sélidos, isto € um teor relativamente baixo de agua. Entretanto,
a viscosidade dos referidos produtos sera significativamente reduzida com o
aquecimento. Adicionalimente, produtos aerados com teor de sélidos tanto alto
como baixo podem ser estabilizados em temperaturas frias ou ambiente
usando estabilizadores hidrocoldides ou espessantes, tais como gelatina ou
polissacarideos, por exemplo, musse. Entretanto, mais uma vez, as referidas
misturas exibirdo reduzida viscosidade quando a temperatura é adicionalmente
elevada, assim levando a formagao de creme da espuma e colapso. Alguns
estabilizadores, tais como gelatina, "“fundem" quando submetidos a
temperaturas elevadas, assim reduzindo a viscosidade e estabilidade da
espuma do produto dramaticamente. Estabilizadores de espuma resistentes a
fusdo para os referidos produtos que nao fundem usualmente proporcionam
uma textura determinada, isto €, nao permitindo liquidos viscosos ou cremosos.

Ainda mais problematica é a fabricacdo dos referidos produtos
aerados quando gordura adicional (em virtude do aquecimento em sua maioria
6leo liquido) esta presente. Embora espumas possam ser produzidas e

estabilizadas na presenca de gorduras substancialmente sélidas, por exemplo,

no caso de sorvete e creme batido, € dificil sé criar uma espuma na presenga -

de Oleos liquidos. Isto ocorre em virtude da natureza anti-espumante de 6leos
na preseng¢a de ar. Segundo, qualquer espuma que é formada na presencga de
6leos liquidos tende a ser instavel. Engrossamento de bolha e colapso de

espuma ocorrera a um coeficiente mais rapido do que na presenca do oleo
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liquido.

Como referido, o problema de criar espuma estavel &€ maior
quando o produto & submetido a temperatura morna, por exemplo, 50°C e
acima. Isto reduz ainda mais a estabilidade da espuma. Por exemplo, & dificil
se manter um produto aerado estavel quando se deseja preservar as referidas
composigdes aeradas por calor severo, como, por exemplo, em pasteurizacdo
a calor e esterilizagao a calor.

O objetivo da presente invengao é criar e (fisicamente) preservar
a espuma em um produto alimenticio aerado na presenca de 3 - 50 %
(preferivelmente 5 - 30 %) (em peso) de sélidos soluveis e/ou insoluveis
quando submetido a uma etapa de aquecimento acima de cerca de 50°C (a
referida preservagao fisica ou estabiidade como definida abaixo),
(preferivelmente acima de 65°C, mais preferivelmente 60 - 130°C).
Preferivelmente, os referidos produtos sao liquidos viscosos ou cremosos
(derramaveis mas mais espessos do que agua). Preferivelmente, a referida
criagao e preservacao deve ainda permitir a preservagao por meio de calor (por
exemplo, pasteurizagéo ou esterilizagao).

Nossos pedidos co-pendentes EP-A 1 623 631 e EP-l 621 084,
divulgam produtos alimenticios aerados que contém hidrofobinas.

BREVE DESCRICAO DA INVENCAO

Foi agora observado que ao se usar a hidrofobina, um produto
alimenticio aerado co mpreendendo agua e sdélidos soluveis e/ou insollveis

pode permanecer estavel com o tempo, também quando os referidos produtos

alimenticios aerados s@o mantidos a uma temperatura elevada (acima da
temperatura ambiente, por exemplo, acima 50°C) por um periodo de tempo.
Assim, em um primeiro aspecto, a presente invencao proporciona um produto
alimenticio aerado dotado de um excedente de pelo menos 20 %,

compreendendo 40 - 97 % de agua, 3 - 50 % ( % em peso, preferivelmente 5 -
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30 %, mais preferivelmente 10 - 25 %) solidos sollveis e/ou insoluveis, e
hidrofobina, em que o produto alimenticio aerado & dotado de uma temperatura
de pelo menos 50°C, preferivelmente 50 - 130°C.

Em um aspecto adicional, a presente inveng&o proporciona um
produto alimenticio aerado dotado de um excedente de pelo menos 20 %,
compreendendo 40 - 97 % de agua, 3 - 50 % ( % em peso, preferivelmente 5 -
30 %) de sodlidos soluiveis e/ou insoluveis, e hidrofobina, cujo produto
alimenticio é preservado a calor. Com relagcao a isto, é preferido que o produto
& pasteurizado ou esterilizado ao se submeter a calor.

No produto acima, as temperaturas mencionadas sao mais
preferivelmente 60 - 100°C, mais preferivelmente acima de 65°C, e também
mais preferivelmente abaixo de 95°C.

Preferivelmente o produto alimenticio compreende p elo menos
0,001 % em peso de hidrofobina.

Preferivelmente a hidrofobina esta na forma isolada.
Preferivelmente a hidrofobina € a classe Il hidrofobina.

Preferivelmente o produto alimenticio € dotado de um excedente a
partir de 25 a 400 %.

O produto alimenticio aerado de acordo com a presente invencao
pode ser um liquido viscoso ou cremoso (isto &, derramavel, mas mais espesso
do que agua). Liquido viscoso nao se deve necessariamente entender como
um liquido viscoso Newtoniano, mas em vez disto o que um chefe de cozinha

entende, por exemplo, por um liquido vis coso, significando produtos ainda

derramaveis, mas nao facilmente derramaveis, e de preferéncia produtos

espessos. Exemplos dos referidos sao, por exemplo, molhos. Exemplos tipicos
dos liquidos cremosos sao as sopas.
Em um segundo aspecto a presente invengao proporciona um

processo para produzir um produto alimenticio aerado de acordo com o
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e também mais preferivelmente abaixo de 95°C.

primeiro aspecto da invengao, o processo compreendendo:

a) aerar uma composi¢ao aquosa compreendendo hidrofobina
e soélidos soluveis e/ou insoluveis a um excedente de pelo menos 20 %,

b) aplicar calor ao ter pelo menos parte dos ingredientes
restantes da etapa a) a uma temperatura acima de 50°C efou por meio de
aquecimento da mistura obtida pela etapa a) a uma temperatura acima de 50°C.

Com relagao ao aquecimento, o objetivo é que o produto apés o
processo € dotado de uma temperatura acima de 50°C, por exemplo, pelo fato
de que o mesmo deve ser consumido na referida temperatura, ou
apresentado/oferecido ao consumidor na referida temperatura, ou pelo fato de
que as etapas de preservagdo de calor sdo aplicadas em algum estagio
durante o processo de fabricacao do produto (por exemplo, pasteurizagao ou
esterilizacao). Sera claro para aquele versado na técnica que a referida
temperatura pode ser alcangada por meio de aquecimento do produto final,
mas também por meio de aquecimento de parte dos ingredientes, e se entao
ingredientes quentes sao misturada com ingredientes, por exemplo, a
temperatura ambiente a temperatura final resultante sera entdo mais alta do
que temperatura ambiente, ou uma combinagdo dos acima. Esta dentro do
conhecimento e capacidade (por calculo de tentativa e erro) da pessoa versada
na técnica determinar a qual temperatura um ingrediente deve ser aquecido
para alcangar uma determinada temperatura final. No processo e produto de
acordo com a invencao, as temperaturas mencionadas sao preferiveimente 50-

130°C, mais preferivelmente 60 - 100°C, mais preferivelmente acima de 65°C,

No processo de acordo com a inveng¢ao pode ser preferido que o
aquecimento aplicado na etapa b) seja tal que a temperatura do produto final
tenha alcangado pelo menos 50°C, preferivelmente pelo menos 65°C,mais

preferiveimente pelo menos 50 - 130°C, preferivelmente abaixo de 95°C,
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opcionalmente seguido por resfriamento.

No contexto da presente invencao, a estabilidade de um produto
aerado é definida como a retencao de mais do que 50 % do excedente inicial
do produto final antes do aquecimento (preferivelmente mais do que 60 %,
mais preferivelmente mais do que 75 %) apés o produto é submetido a uma
etapa de aquecimento onde a temperatura do produto & superior a 50°C por um
periodo de (pelo menos) 2 minutos.

Em um aspecto relacionado a presente invengao proporciona
produtos alimenticios (em temperaturas acima de 50°C) mornos aerados
contendo agua e 3 - 50 % (em peso, preferivelmente 5 - 30 %) sdlidos soluveis
e/ou insoluveis. Exemplos de sdélidos sollveis sao agucares, polissacarideos
soluveis, sais, glutamato mono-sédico. Exemplos de sdélidos insoluveis sa o
fibras, frutas e p6s vegetais e particulados (a fragao insoluvel do mesmo), ervas
e temperos, pé de carne (a fragao insolidvel do mesmo), e outros.

Os produtos alimenticios de acordo com a presente invencgao
podem adicionaimente compreender gordura (por exemplo, 5 - 65 %). Gordura
no contexto da presente invengao deve ser entendida para compreender éleo,
por exemplo, gordura derretida. Preferivelmente a gordura compreende
triglicerideos, e preferivelmente pelo menos 60 % em peso da referida é de
origem vegetal. Exemplos de gorduras e 6leos aplicaveis a presente invengéao
incluem gordura do leite, O0leos vegetais e Oleos vegetais endurecidos, tais
como oOleo de girassol, oliva e colza, manteiga de cacau. Também matéria

graxa como esteréide ou matéria contendo o referido € incluida na definicao de

"gordura", por exemplo, colesterol, gema de ovo, esteréis-(vegetais) € -
estandis assim como seus derivados. A referida gordura usualmente estara
presente como uma fase dispersa. Na presente invengao, para maior clareza,
os sélidos soluveis e/ou insoluveis ndo englobam gordura ou dleo.

Em um terceiro aspecto a presente invengao se refere ao uso de
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a hidrofobina para proporcionar um produto alimenticio aerado como
determinado acima sob o primeiro aspecto e adicionalmente definido aqui
abaixo. No referido uso, as temperaturas mencionadas sao preferivelmente 50 -
130°C, mais preferivelmente 60 - 100°C, mais preferivelmente acima de 65°C,
e também mais preferivelmente abaixo de 95°C.

A presente invengao permite agora nao sé a fabricagado de
versbes aeradas de produtos tradicionais como puré de tomate, que sao
estaveis a tratamento a calor (tal como, por exemplo, preserva¢gao a calor),
assim como permite a fabricagédo de produtos inteiramente novos.

DESCRIGCAO DETALHADA DA INVENGAO

A nao ser que definido o contrario, todos os termos técnicos e
cientificos usados aqui apresentam o mesmo significado que o comumente
entendido por aquele versado na técnica (por exemplo, em composi¢cées
alimenticias mornas tais como produtos aromaticos tais como, por exemplo,
molhos, € em particular em composicdes aeradas). Técnicas padrdao usadas
para métodos moleculares e biomeédicos podem ser encontradas em Sambrook
et al ., Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 3™ ed. (2001) Cold Spring
Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, N. Y. e Ausubel et al., Short
Protocols in Molecular Biology (1999) 4" Ed, John Wiley & Sons, Inc. - e a
versao completa intitulada Current Protocols in Molecular Biology. Todos os
percentuais, a ndo ser que indicado o contrario, se referem ao percentual em
peso, com exceg¢do aos percentuais mencionados com relagdo ao excedente
(que sao definidos pela equagéo abaixo).

- "EXCEDENTE
A extensao da aeragdo € medida em termos de "excedente”, que
€ definido como:

Excedente = Peso da mistura — peso do produto aerado x 100

Peso do produto aerado



onde os pesos se referem a um volume fixo de produto / mistura.
Excedente € medido em presséao atmosférica.

HIDROFOBINAS

Hidrofobinas sdo uma classe bem definida de proteinas (Wessels,
5 1997, Adv. Microb. Physio. 38: 1 - 45; Wosten, 2001, Annu Rev. Microbiol. 55:
625 - 646) capaz de automontagem em uma interface hidréfoba/hidréfila, e

dotada de uma seqiiéncia conservada:

Xn—C=Xs5-.9~C-C—-X;1-30-C—Xg-23—-C—X5_.9-C—-C-Xg-18—C—Xp (SEQ ID No. 1)

onde X representa qualquer amino acido, e n e m
independentemente representam um nuamero inteiro. Tipicamente, a hidrofobina

10  é dotada de um comprimento de até 125 amino acidos. Os residuos de cisteina
(C) na sequUiéncia conservada sao parte de pontes de disulfito. No contexto da
presente invengao, o termo hidrofobina € dotado de um significado mais amplo

de modo a incluir proteinas funcionalmente equivalentes ainda exibindo a
caracteristica de automontagem na interface hidréfoba - hidroéfila resultando em

15 um filme de proteina, tais como proteinas compreendendo a sequéncia:
Xn=C-X1-50~C—Xp-5-C—-X1-100"C—Xi-100-C~-X1-50-C~X0-5-C-X1-50-C-Xy, (SEQ ID
No. 2)

ou partes da mesma ainda exibindo a caracteristica de

automontagem em uma interface hidréfoba - hidréfila resultando em um filme

de proteina. De acordo com a definicao da presente invengao, automontagem

pode ser detectada ao adsorver a proteina ao Teflon e usando Dicroismo

20 Circular para estabelecer a presenca de uma estrutura secundaria (em geral, a-
~—helix)(De Vochtetal;; 1998, Biophys. J. 74.2059-68). R

A formagaoc de um flme pode ser estabelecida ao se incubar uma

folha de Teflon na solugcdo de proteina seguido de pelo menos trés lavagens

com agua ou tampao (Wosten et al ., 1994, Embo . J. 13: 5848 - 54). O filme de

25 proteina pode ser visualizado por qualquer método adequado, tal como
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marcagdo com um marcador fluorescente ou pelo uso de anticorpos
fluorescentes, como é bem estabelecido na técnica. m e n tipicamente sao
dotados de valores que variam a partir de 0 a 2000, mas mais usuaimente m e
n em total sdo menos do que 100 ou 200. A definigdo de hidrofobina no
contexto da presente invengao inclui proteinas de fgséo de a hidrofobina e
outro polipeptideo assim como conjugados de hidrofobina e outras moléculas
tais como polissacarideos.

Hidrofobinas identificadas até o presente sao geraimente
classificadas ou como classe | ou classe |l. Ambos os tipos foram identificados
em fungos como proteinas secretadas que se automontam em interfaces
hidréfobas em filmes anfipaticos. Montagens de hidrofobinas de classe | sao
relativamente insolliveis enquanto que aquelas de hidrofobinas de classe Il
prontamente dissolvem em uma variedade de solventes.

Proteinas como hidrofobina (por exemplo, "chaplinas") foram
também identificadas em bactéria filamentosa, tais como Actinomycete e
Streptomyces sp . (WO01/74864; Talbot, 2003, Curr. Biol, 13: R696 - R698). As
referidas proteinas bacterianas diferentes das hidrofobinas fungicas, podem
formar apenas uma ponte de disulfito uma vez que as mesmas podem ser
dotadas apenas de dois residuos cisteina. As referidas proteinas sdo um
exemplo de equivalentes funcionais para as hidrofobinas dotadas das
seqlUéncias de consenso mostradas em SEQ ID Nos. 1 e 2, e estao inseridas
no ambito da presente invengao.

As hidrofobinas podem ser obtidas por extragcdo a partir de fontes
nativas, tais como fungos filamentosos, por qualquer processo adequado—Por
exemplo, hidrofobinas podem ser obtidas ao se cultivar fungos filamentosos
que secretam a hidrofobina no meio de crescimento ou por extragao a partir de
micélio fungicocom 60 % de etanol. E particularmente preferido se isolar

hidrofobinas a partir de organismos hospedeiros que naturalmente secretam
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hidrofobinas. Hospedeiros preferidos sao hipomicetes (por exemplo,
Tricoderma), basidiomicetes e ascomicetes. Hospedeiros particularmente
preferidos sdo os organismos de categoria alimentar, tais como Cryphonectria
parasitica que secretam uma hidrofobina denominada criparina (MacCabe e
Van Alfen, 1999, App . Environ. Microbiol 65: 5431-5435).

Alternativamente, hidrofobinas podem ser obtidas pelo uso de
tecnologia recombinante. Por exemplo, células hospedeiras, tipicamente micro-
organismos, p odem ser modificadas para expressar hidrofobinas e as
hidrofobinas podem entao ser isoladas e usadas de acordo com a presente
invengdo. Técnicas para introduzir construtores de acido nucléico codificando
hidrofobinas em células hospedeiras sdao bem conhecidas na técnica. Mais do
que 34 genes codificando as hidrofobinas foram clonados, a partir de cerca de
16 espécies fungicas (ver, por exemplo, WO96/41882 que proporciona a
seqliéncia de hidrofobinas identificadas em Agaricus bisporus; e Wosten, 2001,
Annu Rev. Microbiol. 55: 625 - 646). Tecnologia recombinante pode também
ser usada para modificar sequéncias de hidrofobina ou sintetizar novas
hidrofobinas dotadas das propriedades desejadas / aprimoradas.

Tipicamente, uma célula hospedeira ou organismo apropriado é
transformado por um construtor de acido nucléico que codifica a hidrofobina
desejada. A seqiiéncia de nucleotideo codificando o polipeptideo pode ser
inserida em um vetor de expressdo adequado codificando os elementos
necessarios para transcrigao e translagao e de tal modo que os mesmos serao

expressos sob condigdes apropriadas (por exemplo, em orientagao adequada e

estrutura de leitura correta € com sequéncias de alvo e expressao

apropriadas). Os métodos necessarios para construir os referidos vetores de
expressao sdo bem conhecidos daqueles versados na técnica.
Uma série de sistemas de expressao pode ser usada para

expressar a sequéncia de codificagado de polipeptideo. As referidas incluem,
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mas nao sao limitadas a, bactéria, fungos (incluindo levedura), sistemas de
célula de inseto, sistemas de cultura de célula vegetal e plantas todos
transformados com os vetores de expressdo apropriados. Hosped eiros
preferidos sdo aqueles que sao considerados de categoria alimentar —
‘geralmente observados como seguros' (GRAS).

Espécies fungicas adequadas incluem leveduras tais como (mas
nao limitadas a) aquelas do género Saccharomyces, Kluyveromyces, Pichia,
Hansenula, Candida, Schizo saccharomyces e semelhante, e espécies
filamentosas tais como (mas nao limitadas a) aquelas do género Aspergillus,
Tricoderma, Mucor, Neurospora, Fusarium e semelhante.

As sequéncias codificando as hidrofobinas sao preferivelmente
pelo menos 80 % idénticas a nivel do amino acido a uma hidrofobina
identificada na natureza, mais preferiveimente pelo menos 95 % ou 100 %
idéntica. Entretanto, pessoas versadas na técnica podem promover
substituicdes conservadoras ou outras mudangas de amino acido que nao
reduzem a atividade biolégica da hidrofobina. Para o objetivo da invengao as
referidas hidrofobinas dotadas do referido alto nivel de identidade para a
hidrofobina que ocorrem naturalmente sdo também englobadas dentro do
termo "hidrofobinas".

Hidrofobinas podem ser purificadas a partir do meio de cultura ou
extratos celulares, por exemplo, pelo procedimento descrito em WO01/57076
que envolve absorver uma hidrofobina presente em uma solu¢ao contendo

hidrofobina para a superficie e entao colocar a superficie em contato com um

tensoativo, tal como Tween 20, para eluir a hidrofobina a partir da superficie.

Ver também Collen et al ., 2002, Biochim Biophys Acta. 1569: 139 - 50; Calonje
et al ., 2002, Pode. J. Microbiol. 48: 1030 - 4; Askolin et al ., 2001, Appl
Microbiol Biotechnol. 57: 124 - 30; e De Vries et al., 1999, Eur J Biochem. 262:
377 - 85.
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A quantidade de hidrofobina presente no produto alimenticio ira
em geral variar dependendo da formulagdo e volume da fase de gas.
Tipicamente, o produto alimenticio contera pelo menos 0,001 % em peso,
hidrofobina, mais preferivelmente pelo menos 0,005 ou 0,01 % em peso.
Tipicamente o produto alimenticio contera menos do que 1 % em peso de
hidrofobina. A hidrofobina pode ser a partir de uma Unica fonte ou de uma
pluralidade de fontes, por exemplo, a hidrofobina pode ser uma mistura de dois
ou mais diferentes polipeptideos de hidrofobina.

A hidrofobina €& adicionada em uma forma e uma quantidade de
modo que a mesma esteja disponivel para estabilizar a fase de gas, isto € a
hidrofobina & deliberadamente introduzida no produto alimenticio com o
objetivo de tirar vantagem de suas propriedades de estabilizacao de espuma.
Conseqlentemente, onde os ingredientes estdo presentes ou adicionados os
quais contém contaminantes fungicos, que podem conter polipeptideos de
hidrofobina, isto n&o constitui adicionar hidrofobina dentro do contexto da
presente invencgao.

Tipicamente, a hidrofobina é adicionada ao produto alimenticio em
uma forma de modo que a mesma é capaz de automontagem em uma
superficie de gas-liquido.

Tipicamente, a hidrofobina é adicionada ao produto alimenticio da
invencdo em uma forma isolada, tipicamente pelo menos parcialmente
purificada, tal como pelo menos 10 % pura, com base no peso dos sélidos. Por

“forma isolada”, se quer dizer que a hidrofobina ndo & adicionada como parte

25

de um organismo de ocorréncia natural, tal como, cogumelo, que naturalmente
expressa hidrofobinas. Em vez disso, a hidrofobina tipicamente ou tera sido
extraida a partir de uma fonte de ocorréncia natural ou obtida por expressao
recombinante em um organismo hospedeiro.

Em uma modalidade, a hidrofobina €& adicionada ao produto
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alimenticio em forma monomérica, dimérica e/ou oligomérica (isto é,
consistindo de 10 unidades monoméricas ou menos). Preferivelmente pelo
menos 50 % em peso da hidrofobina adicionada se encontra em pelo menos
uma das referidas formas, mais preferivelmente pelo menos 75, 80, 85 ou 90 %
em peso. Uma vez adicionada, a hidrofobina ira tipicamente sofrer montagem
na interface de gas/liquido e, portanto € esperado que a quantidade de
mondmero, dimero e oligbmero seja reduzida.

OUTRO INGREDIENTES

Composi¢cbes aeradas e capazes de serem aeradas dentro do
ambito da presente invencao podem adicionalmente conter outros ingredientes
tais como um ou mais dos a seguir. gordura, queijo, ovos ou componentes de
ovos, proteinas tais como proteinas do leite ou proteinas da soja; acgtcares, por
exemplo, sucrose, xaropes de milho, alcodis de agucar; sais; acidos,; colorantes
e aromatizantes; purés de fruta ou vegetais, pds de fruta ou vegetais, extratos,
pecgas ou suco, estabilizantes ou espessantes, tais como polissacarideos, por
exemplo, goma de alfarroba, goma guar, carragenano, celulose microcristalina,
amido, farinha; emulsificantes, tais como mono ou di-glicerideos de acidos
graxos saturados ou insaturados.

PRODUTOS ALIMENTICIOS AERADOS E PROCESSOS PARA A PREPARAGCAO DOS

MESMOS
O termo "aerado" significa que gas foi intencionalmente
incorporado na mistura, por exemplo, por meios mecanicos. O gas pode ser

qualquer gas, mas é preferiveimente, no contexto dos produtos alimenticios,
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um gas de categoria alimentar tal como ar, nitrogénio, 6xido nitroso, ou diéxido
de carbono.

Preferivelmente o produto alimenticio € dotado de um excedente
de pelo menos 20 %, mais preferivelmente pelo menos 50 %, ainda mais

preferivelmente pelo menos 80 % . Preferivelmente o produto alimenticio é
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dotado de um excedente de no maximo 400 %, mais preferivelmente no
maximo 200 %, ainda mais preferivelmente no maximo 120 %.

A etapa de aeragdo pode ser realizada por qualquer método
adequado. Métodos de aeragédo incluem (mas néo s&o limitadas a):

- batimento continuo em um dispositivo de rotor-estator tal como
um misturador Oakes (E. T. Oakes Corp), um misturador Megatron (Kinematica
AG) ou um misturador Mondomix (Haas-Mondomix BV);

- batimento de Ilote em um dispositivo que envolve o
aprisionamento de gas na superficie, tais como um misturador batedor Hobart
ou um batedor manual,

- injecao de gas, por exemplo, atraves de um aspersor ou uma
valvula Venturi;

- inje¢do de gas seguido por mistura e dispersdo em um
dispositivo de fluxo continuo tal como um trocador de calor com superficie
raspada,

- injecao de gas com presséao elevada, onde um gas € solubilizado
sob pressdo e entdo forma uma fase de gas disperso com a reducao da
pressao. Isto pode ocorrer com a dispensa a partir de um recipiente aerossol.

Em alguns casos, pode ser desejavel se realizar a etapa de
aeragcao na auséncia de uma fase de gordura e entdo misturar a preparagao
aerada com a segunda mistura, que contém a gordura. O referido método de
duas etapas deve proporcionar resultados aprimorados na medida em que o

mesmo evita a adsorcao de hidrofobina na fase de gordura o que pode torna-lo
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inadequado para a estabilizagao das bolhas de ar. A mistura da preparagao
aerada com a segunda mistura pode ser realizada por qualquer método de
mistura adequado tal como (mas nao limitado por):

- misturar o lote em um copo agitador, um misturador de cozinha

ou um recipiente agitador;
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- misturar continuamente usando um misturador estatico ou um
misturador dindmico em-linha.

Além da hidrofobina, os produtos alimenticios aerados da
invencgao (e as misturas a partir das quais os mesmos sao feitos) podem conter
outros ingredientes convencionalmente encontrados nos produtos alimenticios,
tais como agucares, sal, fruta e / ou material vegetal; ovos (ou gema de ovo ou
clara de ovo), carne (incluindo ave), peixe, estabilizadores, colorantes,
aromatizantes e acidos. Produtos alimenticios preferidos incluem produtos que
sao preferivelmente servidos mornos ou que sao submetidos a uma etapa de
aquecimento durante o processamento de preparagcao dos mesmos, tais como
musse, molhos, pastas, sopas, produtos de batata tais como purés, suflés,
biscoitos, confeitaria (assada), molhos. Sal (NaCl) esta preferivelmente
presente em uma quantidade de pelo menos 0,01 % em peso, preferivelmente
pelo menos 0,05 % em peso, mais preferivelmente pelo menos 0,1 % em peso
e preferivelmente no maximo 10 % em peso em peso do produto alimenticio
total aerado.

A presente invencdo sera agora descrita com referéncia aos
exemplos a seguir que sdo apenas ilustrativos e nao limitantes.

EXEMPLOS

Um molho de tomate espumado foi produzido de duas maneiras a
partir de um puré de tomate convencional espumado: uma como controle
contendo Hygel como agente espumante, e uma contendo hidrofobina HFBII

como agente espumante. Ambas foram aquecidas para comparar a

~ estabilidade da espuma com aquecimento. O puré de tomate usado foi uma

pasta de tomate concentrada duas vezes comercialmente oferecida (ex
Sainsbury's, UK), que, ap6s a diluicao com agua e hidrofobina esteve ainda
presente na espuma (antes da adigao de 6leo) em uma quantidade de 40 % em

peso.
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As preparacdoes nos referidos exemplos foram aeradas usando
um batedor elétrico portatil (Aerolatte Ltd, Radlett, UK), por cerca de 5 minutos.

EXEMPLO 1A: MODELO COMPARATIVO DE MOLHO DE TOMATE

10 g de puré de tomate convencional foram misturadas com 5 g
de agua (mistura 1).

0,1 g de Hygel (proteina do soro hidrolisada da Kerry Biosciences
Ltd., Ireland) foi misturada com 10 g de agua e aerada para aproximadamente
40 - 50 mL (mistura 2).

Mistura 1 e mistura 2 foram entao misturadas e vigorosamente
agitadas para se obter um produto dotado de um volume total de
aproximadamente 50 mL (correspondendo a um excedente de cerca de 100
%), todos a temperatura ambiente. Este produto foi entao aquecido em banho-
maria (temperatura agua do banho de cerca de 90°C) enquanto sob agitagao
com um agitador magnético. O produto de espuma colabou dentro de 1 minuto.
Neste momento o produto alcangou uma temperatura de aproximadamente
50°C.

EXEMPLO 1B: MODELO DE MOLHO DE TOMATE COM HIDROFOBINA

10 g de puré de tomate convencional foram misturadas com 5 g
de agua (mistura 1).

0,1 g de hidrofobina HFBIl foi misturada com 10 g de agua e
aerada para aproximadamente 40 - 50 mL (mistura 2).

Mistura 1 e mistura 2 foram, entdo, misturadas e agitadas para se

obter um produto dotado de um volume total de aproximadamente 50 mL

(correspondendo a um excedente de cerca de 100 %), todos a temperatura

ambiente. Este produto foi entdo aquecido em banho-maria (temperatura agua
do banho de cerca de 90-95°C) enquanto sob agitagdo com um agitador
magnético. O calor foi desligado, ans lentamente permitido que resfriasse. A

temperatura deste modo foi acima de 80°C por pelo menos 5 minutos. O
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produto de espuma sobreviveu por mais de 60 minutos (entdo o exemplo foi
terminado), e a temperatura alcangada foi cerca de 90°C.

EXEMPLO 1C: MODELO DE MOLHO DE TOMATE COM HIDROFOBINA E OLEO

A espuma de tomate do exemplc 1B (quando a 90°C) foi
adicionada cerca de 5 mL de 6leo. O volume reduziu relativamente (isto é,

algum ar foi perdido) mas a maior parte da espuma persistiu.

EXEMPLO 2: MODELO DE MOLHO DE QUEIJO COM HIDROFOBINA

Mistura 1 foi preparada ao se misturar 30 % (em peso) de queijo
cheddar picado, 40 % (em peso) de creme, e 30 % (em peso) de agua. A
mesma foi aquecida sob agitagdo a cerca de 80°C (mistura 1).

0,1 g de hidrofobina HFBIl foi misturada com 10 g de agua e
aerada para aproximadamente 40 - 50 mL (mistura 2, temperatura ambiente).
Mistura 1 e mistura 2 foram entiao misturadas e combinadas. A espuma nao
colabou. Com aquecimento adicional em banho maria a 75 - 90°C sob agitacgao,
algum ar pareceu ser perdido, mas o maior volume da espuma foi mantido.

A hidrofobina HFBIl nos exemplos acima foi obtida da VTIT
Biotechnology, Finland, tendo sida purificada a partir de Tricoderma reesei
essencialmente como descrito em WOOQ00/58342 e Linder et al., 2001,
Biomacromolecules 2: 511 - 517.

A estabilidade da espuma é julgada pelas mudancgas a seguir em
volume como uma funcao do tempo. A mesma foi medida ao se estimar o
volume total do produto em dois pontos no tempo. Excedente foi calculado ao

se estimar os volumes e usando os referidos volumes no calculo determinado

na descricao detalhada da invengao.

EXEMPLO 3: UM MOLHO DE TOMATE E BASILICO AERADO E ESTAVEL A CALOR

Ingredientes usados:
- Hidrofobina HFBII
- Agua
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- tomate Bertolli e molho de basilico: consiste de 1 % em peso de
proteina, 7 % em peso de carboidrato e 1 % em peso de d6leo. Importado da
Bertolli™ pela Unilever UK.

Um molho de tomate comercial (Bertolli™ Tomate e Basilico) foi
aerado como a seguir: 20 mL de uma solugdo aquosa contendo 1 % em peso
de HFBII foi aerada a 100 mL de volume de modo a criar um estoque de base
de espuma. Um misturador portatil elétrico Breville foi usado para pré-misturar
uma garrafa de molho Bertolli™ de modo a reduzir o tamanho das pecas de
vegetal. A espuma de estoque foi entdo gentilmente dispersada em 90 mL do
molho Bertolli™ até que o volume total do molho aerado foi 150 mL. A
concentragao de hidrofobina no produto foi ca. 0,1 % em peso.

A estabilidade a calor foi entao avaliada por meio de aquecimento do
molho aerado em uma chapa quente (IKA Instruments) a partir de temperatura
ambiente (20°C) até que alcancasse 85°C. O produto foi gentilmente agitado
através do processo de aquecimento para garantir uma distribuicdo
aproximadamente uniforme de calor, e o volume total foi medido como uma fungéo
da temperatura. Na medida em que o molho foi aquecido, o volume expandiu. Isto
pode ser explicado por meio da relagao entre pressao, volume, e temperatura de
um gas. Para um determinado volume de ar a pressdo atmosférica constante, na
medida em que a temperatura aumenta o volume também aumenta. Como
resultado, uma vez que o molho aerado tenha alcangcado 85°C, o volume total
aumentou a partir de 150 mL se aproximando a 200 mL.

A expansao do molho aerado na medida em que o produto é

- aquecido demonstra o efeito de estabilizagdo de uma hidrofobina. Nao s6 a

mesma evita a coalescéncia significante de bolhas na medida em que o
produto & aquecido, mas também evita coalescéncia significante da expansao
das bolhas em virtude do processo de aguecimento.

Com o subsequente resfriamento do molho aerado, o volume
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reduziu em virtude da redugao na temperatura. Entretanto, mesmo apéds o
resfriamento a temperatura ambiente, nenhuma perda de ar significante foi
observada quando comparada ao volume pré-aquecido.

Isto mostra claramente que a hidrofobina pode ser usada para
criar um molho aerado onde a fase de ar é estavel através de um processo de
aquecimento. Em compara¢ao, um molho aerado similar usando 0,1 % de
Hygel como o componente de estabilizagao de ar (em vez disso de hidrofobina)
foi observado ser bastante instavel. Neste caso, a fase de ar completamente
colabou quando aquecida a 85°C.

As diversas caracteristicas e modalidades da presente invencgao,
referidas nas sec¢des individuais acima se aplicam, como apropriado, a outras
secbes, com as mudangas necessarias. Consequentemente as caracteristicas
especificadas em uma seg¢ao podem ser combinadas com as caracteristicas
especificadas em outras segdes, como apropriado.

Todas as publicagdes mencionadas na especificagado acima estdo
aqui incorporadas por referéncia. Varias modificacdes e variagcdes dos métodos
e produtos da invengao descritos serdo aparentes para aqueles versados na
técnica sem desviar do ambito da invencao. Embora a invencao tenha sido
descrita com relagdo as modalidades especificas, deve ser entendido que a
invengao nao deve ser indevidamente limitada as referidas modalidades
especificas. De fato, diversas modificagdes dos modos descritos para realizar a
invengao que sao aparentes para aqueles nos campos relevantes pretendem

estar inseridas no ambito das reivindicagées a seguir.

E entendido que quando uma ou mais faixas preferidas sao

oferecidas no formato x-y estas incluem os pontos finais assim como todas as
sub-faixas incluidas entre as mesmas. Todos 0s % em peso sdo em peso da
composi¢ao de produto alimenticio aerado total, a ndo ser que determinado o

contrario.



10

15

20

25

REIVINDICACOES

1. PRODUTO ALIMENTICIO AERADO, dotado de um
excedente de pelo menos 20 %, compreendendo 40 - 97 % de agua, 3 - 50 %
(em peso, preferivelmente 5 - 30 %) de sdlidos soluveis e/ou insollveis, e
hidrofobina, em que o produto alimenticio aerado é um liquido viscoso
compreendendo sal e € dotado de uma temperatura de pelo menos 50°C,
preferivelmente 50 — 130°C.

2. PRODUTO ALIMENTICIO AERADO, de acordo com a
reivindicacao 1, em que o sal no produto esta presente em uma quantidade de
pelo menos 0,01 % em peso, preferivelmente pelo menos 0,056 % em peso,
mais preferivelmente pelo menos 0,1 % em peso do produto alimenticio aerado
total.

3. PRODUTO ALIMENTICIO AERADO, de acordo com a
reivindicagdo 1 ou 2, cujo produto é pasteurizado ou esterilizado ao se
submeter a calor.

4. PRODUTO ALIMENTICIO AERADO, de acordo com
qualquer uma das reivindicagdes 1 a 3, que compreende pelo menos 0,001 %
em peso de hidrofobina.

5. PRODUTO ALIMENTICIO AERADO, de acordo com
qualquer uma das reivindicagdes 1 a 4, em que a hidrofobina esta na forma
isolada.

6. PRODUTO ALIMENTICIO AERADO, de acordo com
gualguer uma das reivindicagcdes 1 a 5 em que a hidrofobina & a hidrofobina de
classe Il. —
7. PRODUTO ALIMENTICIO AERADO, de acordo com
gualquer uma das reivindicagbées 1 a 6, que é ou foi aquecido a uma
temperatura de pelo menos 65°C.

8. PRODUTO ALIMENTICIO AERADO, de acordo com
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qualquer uma das reivindicagdes 1 a 7, em que o produto alimenticio & dotado
de um excedente a partir de 25 a 400 %, preferivelmente 50 - 200 %, mais
preferivelmente 80 - 120 %.

o. PRODUTO ALIMENTICIO AERADO, de acordo com
qualquer uma das reivindicagdes 1 a 8, que mantém um excedente de pelo
menos 20 %, preferivelmente a partir de 25 a 400 %, preferivelmente 50 - 200
%, enquanto esta a uma temperatura de pelo menos 50°C, preferivelmente 60
— 130°C, por um tempo de pelo menos 2 minutos.

10. PRODUTO AERADO, de acordo com qualgquer uma das
reivindicagdes 1 a 9, que é um liquido viscoso.

11. PRODUTO AERADO, de acordo com qualquer uma das
reivindicagdes 1 a 10, em que os sélidos soluveis e/ou insoluveis ndo englobam
gordura ou 6leo.

12  PROCESSO PARA PRODUZIR UM PRODUTO
ALIMENTICIO AERADO, de acordo com qualquer uma das reivindicagdes 1 -
11, o processo compreende:

a) aerar uma composi¢cao aquosa compreendendo hidrofobina
e soélidos soluveis e/ou insoluveis a um excedente de pelo menos 20 %,

b) aplicar calor ao possuir pelo menos parte dos ingredientes
restantes da etapa a) a uma temperatura acima de 50'C efou por meio de
aquecimento da mistura obtida pela etapa a) a uma temperatura acima de
50°C.

13. PROCESSO, de acordo com a reivindicacédo 12, em que
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adicionalmente gordura ou ingredientes contendo gordura §a0 adicionados em-
qualquer estagio apdés a etapa a), seguido de uma etapa de mistura.

14, PROCESSO, de acordo com qualquer uma das
reivindicagdes 12 ou 13, em que o aquecimento aplicado na etapa b) é tal que

a temperatura do produto final alcangou pelo menos 50°C, preferivelmente pelo



menos 65°C, opcionalmente seguido por resfriamento.
15. PROCESSO, de acordo com qualquer uma das
reivindicagdes 12 a 14, em que o aquecimento &€ em temperaturas de 75 —

130°C.



REsumo
“PRODUTO ALIMENTICIO AERADO E PROCESSO PARA PRODUZIR UM
PRODUTO ALIMENTICIO AERADO”
Um produto alimenticio aerado dotado de um excedente de pelo
menos 20 %, compreendendo 40 - 97 % de agua, 3 - 50 % de sélidos sollveis
e/ou insolaveis e hidrofobina, em que o produto alimenticio aerado é dotado de

uma temperatura de pelo menos 50°C.
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