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DESCRIPCION

Procedimiento para producir una composicién aireada congelada.
Campo de la invencion

La presente invencion se refiere a procedimientos para producir composiciones aireadas congeladas, en concreto,
a procedimientos que comprenden las etapas de aireacién de una mezcla acuosa para formar una espuma, seguida por
la congelacion quiescente de la espuma.

Antecedentes de la invencion

Las composiciones aireadas congeladas, por ejemplo, el helado, el sorbete y el yogur congelado, se producen
convencionalmente mediante un procedimiento en el que la aireacioén y la congelacién tienen lugar simultdneamente.
Para realizar la aireacion, se debe aplicar una cizalla o una agitacién a la composicién durante la congelacién. Esto
requiere un equipo de procesamiento complejo y costoso, tal como un intercambiador de calor de superficie raspada, lo
que limita su uso; por ejemplo, generalmente, tal equipo no se encuentra disponible en las cocinas de los consumidores.

Un enfoque alternativo consiste en separar las etapas de aireacion y de congelacion, i.e., formar una mezcla aireada
(i.e., una espuma) y luego congelar esta espuma en una etapa posterior del procedimiento. La etapa de congelacién
puede ser, por tanto, quiescente, sin cizalla ni agitacion, pues la aireacién ya se ha realizado. El documento US 6 187
365 describe un procedimiento para la produccion de una barra congelada aireada moldeada mediante la preparacion de
una mezcla de ingredientes adecuada para una barra aireada congelada, el batido de la mezcla hasta obtener una mezcla
aireada que tiene un esponjamiento de entre aproximadamente el 20% y aproximadamente el 250%, el moldeado de la
mezcla aireada hasta proporcionar una mezcla aireada moldeada y la congelacion de la mezcla aireada moldeada para
producir la barra aireada congelada moldeada.

Este enfoque presenta dos problemas. En primer lugar, las espumas descongeladas son inestables durante periodos
de tiempo prolongados. La desproporcidn y la coalescencia conducen a un crecimiento de las burbujas, y la sedimen-
tacion inversa (debido a la flotacion de las burbujas de aire) conduce a la separacion de la fase vertical dando como
resultado una gran proporcién de burbujas cerca de la superficie superior y una disminucién de las burbujas en el fon-
do. Esto significa normalmente que la etapa de congelacién debe seguir a la etapa de aireacidn casi inmediatamente
para minimizar el efecto de esta inestabilidad sobre el producto final. En segundo lugar, puede producirse una pérdida
significativa del gas durante la congelacioén quiescente, pues los cristales de hielo en crecimiento empujan fisicamente
a las burbujas de gas fuera de la mezcla. Este efecto es mds pronunciado para las burbujas de gas de gran tamafio,
porque los cristales de hielo son menos capaces de crecer alrededor de las mismas. Por lo tanto, sigue existiendo la
necesidad de un procedimiento barato y simple de produccién de composiciones aireadas congeladas.

Resumen de la invencion

En nuestra solicitud en tramitacion WO 06/010425, hemos descubierto que una proteina micética denominada hi-
drofobina permite la produccién de espuma con una estabilidad excelente frente a la desproporcion y a la coalescencia.
La hidrofobina es activa superficialmente y actiia como un agente aireante, mientras que ademads parece conferir una
naturaleza muy viscoeldstica a la superficie de las burbujas de aire.

Ahora hemos descubierto que, cuando se usa hidrofobina, es posible conservar el gas durante un procedimiento
que comprende una etapa de aireacion seguida por una etapa de congelacién quiescente. La hidrofobina estabiliza
las burbujas de gas tanto durante el almacenamiento entre las etapas de aireacién y congelacién, como durante la
congelacion. Por consiguiente, la presente invencion proporciona un procedimiento de produccién de una composicién
aireada congelada, procedimiento que comprende airear una mezcla acuosa, siguiendo con la congelacién quiescente
de la mezcla aireada, caracterizado porque la mezcla comprende hidrofobina.

Preferiblemente, la hidrofobina estd presente en una cantidad del al menos 0,001% en peso, mds preferiblemente,
del al menos 0,01% en peso.

Preferiblemente, la hidrofobina estd en una forma sustancialmente aislada.

Preferiblemente, la hidrofobina es una hidrofobina de clase II.

Preferiblemente, la composicion aireada congelada tiene un esponjamiento del al menos 25%.

Preferiblemente, la composicién aireada congelada es un producto alimenticio. M4s preferiblemente, el producto
alimenticio es un producto de confiteria congelado. Mds preferiblemente, el producto de confiteria congelado es un
helado.

Preferiblemente, la etapa de airear se selecciona del grupo constituido por el batido continuo, el batido por lotes,

la inyeccién de gas, la insuflacion de gas, la generacién de gas mediante una reaccion quimica o bioquimica y la
liberacién del gas atrapado de una solucién o un sélido.
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Preferiblemente, la etapa de congelacién se selecciona del grupo constituido por colocar un recipiente que contiene
la mezcla acuosa en un ambiente frio; sumergir un molde que contiene la mezcla en un bafio de refrigerante frio;
colocar partes de la mezcla directamente en un bafio de fluido criogénico; congelar en forma de pelicula; y pulverizar
pequeiias gotas de la mezcla en un ambiente frio.

Preferiblemente, la mezcla comprende ademads un agente de limite elastico. Preferiblemente, el agente de limite
elastico es un polisacdrido, mds preferiblemente, un polisacarido bacteriano, tal como xantano y/o gellan.

En un aspecto relacionado, la presente invencidn proporciona un procedimiento de produccion de una composicion
aireada congelada, procedimiento que comprende proporcionar una mezcla acuosa que comprende hidrofobina, airear
la mezcla, siguiendo con la congelacidon quiescente de la mezcla aireada.

En un aspecto relacionado, la presente invencién proporciona el uso de una hidrofobina para estabilizar una com-
posicion aireada durante una congelacién quiescente.

Descripcion detallada de la invencion

A no ser que se defina lo contrario, todos los términos técnicos y cientificos usados en la presente memoria tienen
el mismo significado que cualquier experto habitual en la técnica cominmente entiende (p. €j., en la fabricacion, la
quimica y la biotecnologia de productos de confiteria enfriados/de confiteria congelados). En “Ice Cream”, IV Edicion,
Arbuckle (1986), Van Nostrand Reinhold Company, Nueva York, NY, se encuentran definiciones y descripciones de
diversos términos y técnicas usados en la fabricacién de productos de confiteria enfriados/congelados. En Sambrook
et al., “Molecular Cloning: A Laboratory Manual”, III ed. (2001) Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring
Harbor, N.Y. y Ausubel et al., “Short Protocols in Molecular Biology” (1999) IV Ed, John Wiley & Sons, Inc. (y
la versién completa titulada “Current Protocols in Molecular Biology”), se pueden encontrar técnicas estdndar para
procedimientos moleculares y bioquimicos. Las fuentes de referencia ttiles que describen polisacdridos y su compor-
tamiento en disolucién son: “Food polysaccharides and their applications”, ed. A.M. Stephen, Marcel Dekker Inc.,
2005; “Food Gels”, ed. P. Harris, Elsevier, 1990.

Hidrofobinas

Las hidrofobinas son una clase bien definida de proteinas (Wessels, 1997, Adv. Microb. Physio. 38: 1-45; Wosten,
2001, Annu Rev. Microbiol. 55: 625-646) capaces de auto-ensamblarse a una interfase hidréfoba/hidroéfila, y que tienen
una secuencia conservada:

Xp-C-X5_9-C-C-X_39-C-X_23-C-Xg_93-C-X5_9-C-C-X_15-C-X,, (SECIDN.°1)

en la que X representa cualquier aminodcido, y n y m representan independientemente un niimero entero. Comun-
mente, una hidrofobina tiene una longitud de hasta 125 aminoécidos. Los residuos de cisteina (C) de la secuencia
conservada son parte de los puentes disulfuro. En el contexto de la presente invencidn, el término hidrofobina tiene un
significado mds amplio para incluir las proteinas funcionalmente equivalentes que todavia presentan la caracteristica
de auto-ensamblarse a una interfase hidr6foba/hidréfila dando como resultado una pelicula de proteinas, tales como
proteinas que comprenden la secuencia:

X-C-X1-50-C-X-5-C-X1-100-C-X1-100-C-X 50 -C-X-5-C-X _50-C-Xi (SECID N.°2)

o partes de la misma que todavia presentan la caracteristica de auto-ensamblarse a una interfase hidréfoba/hidréfila
dando como resultado una pelicula de proteinas. Segun la definiciéon de la presente invencidn, se puede detectar el
auto-ensamblaje adsorbiendo la proteina hacia teflén y usando un dicroismo circular para establecer la presencia de
una estructura secundaria (en general, una hélice a) De Vocht et al., 1998, Biophys. J. 74: 2059-68).

Es posible establecer la formacion de una pelicula incubando una ldmina de teflén en la solucién de proteinas,
siguiendo con al menos tres lavados con agua o tampén (Wosten et al., 1994, Embo. J. 13: 5848-54). Se puede
visualizar la pelicula de proteinas mediante cualquier procedimiento adecuado, tal como el marcaje con un marcador
fluorescente o mediante el uso de anticuerpos fluorescentes, como estd ampliamente extendido en la técnica. m y n
tienen cominmente valores que varian de 0 a 2.000, pero mds habitualmente, m y n en total son menos de 100 6 200.
La definicién de hidrofobina en el contexto de la presente invencién incluye proteinas de fusién de una hidrofobina y
otro polipéptido, asi como conjugados de hidrofobina y otras moléculas tales como polisacaridos.

Las hidrofobinas identificadas hasta la fecha se clasifican en general bien dentro de la clase I o de la clase II. Ambos
tipos han sido identificados en hongos como proteinas secretadas que se auto-ensamblan a interfases hidréfobas en
peliculas anfipéticas. Los ensamblajes de las hidrofobinas de tipo I son relativamente insolubles, mientras que aquéllos
de las hidrofobinas de clase II se disuelven facilmente en una variedad de disolventes.

También se han identificado proteinas de tipo hidrofobina en bacterias filamentosas, tales como Actinomycete y
Steptomyces sp. (WO 01/74864). Estas proteinas bacterianas, al contrario que las hidrofobinas micéticas, forman sélo
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hasta un puente disulfuro, pues sélo tienen dos residuos de cisteina. Tales proteinas son un ejemplo de equivalentes
funcionales de las hidrofobinas que tienen las secuencias consenso mostradas en la SEC ID N.° 1 y 2, y pertenecen al
ambito de la presente invencion.

Las hidrofobinas se pueden obtener mediante la extraccién de fuentes nativas, tales como hongos filamentosos,
mediante cualquier procedimiento adecuado. Por ejemplo, se pueden obtener hidrofobinas mediante el cultivo de hon-
gos filamentosos que segregan la hidrofobina en el medio de cultivo o mediante la extraccién de micelios de hongos
con etanol al 60%. Se prefiere particularmente aislar las hidrofobinas de los organismos huésped que segregan de
manera natural las hidrofobinas. Los huéspedes preferidos son hifomicetos (p. €j., trichoderma), basidiomicetos y
ascomicetos. Los huéspedes particularmente preferidos son organismos de calidad alimenticia, tales como Crypho-
nectria parasitica, que segregan una hidrofobina denominada criparina (MacCabe y Van Alfen, 1999, App. Environ.
Microbiol 65: 5431-5435).

Alternativamente, se pueden obtener las hidrofobinas mediante el uso de tecnologia recombinante. Por ejemplo,
se pueden modificar células huésped, comiinmente, microorganismos para expresar hidrofobinas, y luego se pueden
aislar las hidrofobinas y usarlas segtin la presente invencién. Las técnicas para introducir constructos de dcido nucleico
codificantes de hidrofobinas en las células huésped son conocidas en la técnica. Se han clonado mas de 34 genes
codificantes de hidrofobinas de mds de 16 especies de hongos (véase, por ejemplo, el documento WO96/4188, que
proporciona la secuencia de hidrofobinas identificadas en Agaricus bisporus; y Wosten, 2001, Annu Rev. Microbiol.
55: 625-646). También se puede usar la tecnologia recombinante para modificar las secuencias de las hidrofobinas o
sintetizar nuevas hidrofobinas que tengan las propiedades deseadas/mejoradas.

Comunmente, se transforma una célula huésped o un organismo apropiado mediante un constructo de 4cido nuclei-
co que codifique la hidrofobina deseada. La secuencia de nucleétidos codificante del polipéptido se puede insertar en
un vector de expresion adecuado codificante de los elementos necesarios para la transcripcion y la traduccién, y de tal
manera que sean expresados en condiciones apropiadas (p. €j., en el sentido apropiado y el marco de lectura correcto,
y con las secuencias dirigidas y de expresién apropiadas). Los procedimientos necesarios para construir estos vectores
de expresion son conocidos por los expertos en la técnica.

Se puede usar un nimero de sistemas de expresién para expresar la secuencia codificante del polipéptido. Estos
incluyen, pero no se limitan a, bacterias, hongos (incluyendo levadura), sistemas celulares de insectos, sistemas de
cultivo de células vegetales y plantas, todos transformados con los vectores de expresién apropiados. Los huéspe-
des preferidos son aquéllos que se consideran de calidad alimenticia - “generalmente considerados como seguros”
(GRAS).

Las especies de hongos adecuadas incluyen levaduras tales como (pero sin limitarse a) aquéllas del género Sac-
charomyces, Kluyveromyces, Pichia, Hansenula, Candida, Schizo Saccharomyces y similares, y especies filamentosas
tales como (pero sin limitarse a) aquéllas del género Aspergillus, Trichoderma, Mucor, Neurospora, Fusarium y simi-
lares.

Las secuencias codificantes de las hidrofobinas son preferiblemente del al menos 80% idénticas a nivel de ami-
nodcidos a una hidrofobina identificada en la naturaleza, mds preferiblemente, al menos el 95% o el 100% idénticas.
Sin embargo, los expertos en la técnica pueden realizar sustituciones conservadoras u otros cambios de aminodcidos
que no reduzcan la actividad bioldgica de la hidrofobina. A efectos de la invencidn, estas hidrofobinas que poseen este
elevado nivel de identidad con una hidrofobina que tiene lugar de manera natural también quedan englobadas en el
término de “hidrofobinas”.

Las hidrofobinas se pueden purificar desde medios de cultivo o desde extractos celulares mediante, por ejemplo, el
procedimiento descrito en el documento WO01/57076, que implica adsorber la hidrofobina presente en una solucién
que contiene hidrofobina hacia la superficie y luego poner en contacto la superficie con un tensioactivo, tal como
Tween 20, para eluir la hidrofobina de la superficie. Véase también Collen et al., 2002, Biochim Biophys Acta. 1569:
139-50; Calonje et al., 2002, Can. J. Microbiol. 48: 1030-4; Askolin et al., 2001 , Appl Microbiol Biotechnol. 57: 124-
30; y De Vries et al., 1999, Eur J Biochem. 262: 377-85.

Aireacion

El término “aireado/a” significa que se ha incorporado intencionadamente gas en la mezcla para formar una espu-
ma, por ejemplo, mediante procedimientos mecdnicos. El gas puede ser cualquier gas, pero estd preferiblemente, en
concreto en el contexto de los productos alimenticios, un gas de calidad alimenticia tal como aire, nitrégeno o diéxido
de carbono. El grado de la aireacioén se define cominmente en términos de “esponjamiento”. En el contexto de la
presente invencion, el % de esponjamiento se define en términos del volumen del producto aireado y el volumen de la
mezcla desaireada de la que fue formado:

Volumen del producto aireado final — volumen de la mezcla desaireada

Esponjamiento = x 100

Volumen de la mezcla desaireada
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La cantidad de esponjamiento presente en el producto variard en funcién de las caracteristicas del producto desea-
do. Preferiblemente, el nivel de esponjamiento es del al menos 10%, m4s preferiblemente, del al menos 25 6 50%.
Preferiblemente, el nivel de esponjamiento es menor del 400%, mas preferiblemente, es menor del 300 6 200%.

Preferiblemente, la espuma es sustancialmente homogénea.

La etapa de aireacion se puede realizar mediante cualquier procedimiento adecuado. Los procedimientos de airea-
ci6n incluyen (pero no se limitan a):

- el batido continuo en un dispositivo de rotor-estator tal como un mezclador Oakes (ET. Oakes Corp), un
mezclador Megatron (Kinematica AG) o un mezclador Mondomix (Haas-Mondomix BV);

- un batido por lotes en un dispositivo que implique la insuflacién superficial de gas, tal como una batidora
mezcladora Hobart o un tanque agitado;

- la inyeccion de gas, por ejemplo, a través de un rociador, mezclador de chorro o un dispositivo microflui-
dico;

- lainyeccién de gas seguida por el mezclado y la dispersion en un dispositivo de flujo continuo tal como un
intercambiador de calor de superficie raspada, un mezclador estitico o una bomba;

- lainyeccién de gas a presion elevada, en la que el gas es disuelto bajo presion y luego forma una fase de
gas dispersa al reducir la presion. Esto podria producirse tras dispensarlo desde un recipiente de aerosol;

- lainsuflacién de gas, por ejemplo, por una valvula Venturi;

- la generacién de gas por medio de una reaccién quimica o bioquimica, por ejemplo, la reaccién entre un
4cido y un carbonato;

- la liberacién del gas atrapado de una solucién o de un sélido, por ejemplo, un material vitreo (segtin lo
descrito en el documento EP1206193) o un hidrato de clatrato.

Periodo entre las etapas de aireacion y de congelacion

La presente invencion permite la separacion de las etapas de aireacion y de congelacion. Por lo tanto, las com-
posiciones aireadas congeladas se pueden producir de varios modos diferentes. Por ejemplo, las etapas de aireacién
y de congelacion pueden tener lugar las dos en una fébrica tal que la composicion aireada congelada sea producida
en la fabrica, y el consumidor adquiera la composicién aireada congelada en su forma final. Alternativamente, s6lo
se realiza la etapa de aireacién en una féabrica, tal que los consumidores adquieren una mezcla pre-aireada desconge-
lada que luego ellos congelan en casa. Una tercera posibilidad es que el consumidor compre una mezcla desaireada
descongelada que sea tanto aireada como congelada en casa.

Concretamente en el segundo de estos casos (pero también potencialmente en el resto de los casos), transcurre
un periodo de tiempo significativo entre las etapas de aireacion y de congelacion. En tales casos, cuando las com-
posiciones aireadas se almacenan antes de su congelacién, o incluso cuando el procedimiento de congelacién lleva
mucho tiempo, es necesario que las espumas sean estables ante tanto la desproporcién como la coalescencia, asi como
también ante la sedimentacion inversa producida durante este tiempo. Las hidrofobinas aportan a la espuma una buena
estabilidad con respecto a la desproporcion y a la coalescencia. La sedimentacién inversa (que se debe a la flotacién
de las burbujas de aire) puede conducir a la separacién de la fase vertical dando como resultado una gran proporcién
de burbujas cerca de la superficie superior y la disminucién de las burbujas en el fondo. La sedimentacién inversa
también puede conducir a la posterior pérdida de aire debido al empaquetamiento mas estrecho de las burbujas de la
espuma y al desmoronamiento de la espuma que se puede producir como consecuencia del mismo. La sedimentacién
inversa se inhibe cuando la fase continua de la espuma tiene un limite eldstico aparente.

Por consiguiente, en una realizacion, la mezcla comprende ademads un agente o unos agentes de limite eldstico que
confieren propiedades reolégicas adecuadas a la fase continua, inhibiendo asf la sedimentacién inversa de las burbujas
de aire tal que la espuma permanece homogénea durante un periodo de tiempo prolongado. Agentes de limite eldstico
se definen en la presente memoria como un ingrediente o ingredientes (moléculas o particulas) que proporcionan un
limite eldstico aparente a la fase continua.

Los ingredientes adecuados que se pueden usar como agentes de limite eldstico, particularmente en los sistemas
alimenticios, incluyen agentes gelificantes, estando algunos de sus ejemplos no restrictivos resumidos a continuacion:

- Biopolimeros gelificantes termorreversibles tales como el carragenano iota y kappa, y el agar.

- Biopolimeros gelificantes fijados quimicamente cuya estructura de gel deriva de una interaccién entre el
polisacdrido y un i6n apropiado tal como Ca?*. Los ejemplos incluyen alginato de sodio y pectina.
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- Polisacdridos bacterianos tales como xantano o gellan que pueden configurar un comportamiento de tipo gel
débil que se interrumpe mediante cizalla. Preferiblemente, tales polisacdridos se afiaden hasta proporcionar
una cantidad final del al menos 0,2% en peso a la mezcla aireada. Si se almacena la mezcla aireada durante
mucho tiempo antes de la congelacion, tal como durante un dia o mds, se afiaden preferiblemente cantidades
mads elevadas del al menos 0,4% en peso.

- Polisacéridos micéticos tales como schizophyllan.

- Geles sinergisticos que estdn compuestos por dos 0 mas biopolimeros que individualmente pueden no ser
gelificantes, pero que al mezclarse formaran un gel o un gel de un médulo superior. Los ejemplos incluyen:
alginato de sodio con pectina, xantano con goma garrofin, agar con goma garrofin y carragenano kappa con
goma garrofin.

Hay un nimero de los agentes de limite eldstico descritos anteriormente que se usa convencionalmente para los
productos de gel tal que son fijos. Los polisacaridos gelificantes no son los tinicos ingredientes que se pueden usar
como agentes de limite eldstico en el contexto de esta invencién. Se puede usar cualquier ingrediente (molécula o
particula) que dé como resultado un limite eldstico aparente de la fase continua. Otros ejemplos de agentes de limite
eléstico incluyen:

- Lipogeles. Estos incluyen, pero no se limitan a, poliglicerolésteres de dcidos grasos saturados, y mezclas
de monoglicéridos de acidos grasos con ésteres de dcido citrico de 4cidos grasos saturados, ésteres de
acido lactico de acidos grasos saturados, o ésteres de acido diacetiltartarico de acidos grasos saturados.
Comunmente, la cantidad de ingrediente de lipogel seria menor de aproximadamente 2-5% en peso en
la mezcla pre- aireada. En Heertje et al., “Food Science and Technology”, 1998, 31, 387-396, se pueden
encontrar ejemplos de coémo producir lipogeles.

- Proteinas gelificantes (térmica o quimicamente), p. €j., proteina de suero, gelatina.

- Emulsiones de aceite en agua en las que las particulas de aceite dispersas interactian entre si tal que
proporcionan la fase continua de una naturaliza gelificada.

- Fibras, p.ej., de origen fruticola o vegetal, celulosa modificada, etc.

Preferiblemente, las composiciones aireadas conservan al menos el 50% de su esponjamiento original, mas prefe-
riblemente, el 75%, durante un periodo de al menos una semana, mds preferiblemente, de al menos un mes (comun-
mente, medido tras su almacenamiento a temperaturas frias (aprox. 5°C).

Etapa de congelacion quiescente

La congelacién quiescente (o estdtica) se refiere a cualquier procedimiento en el que se enfria un liquido acuoso (p.
€j., una solucién o una suspensién) por debajo de su punto de congelacion, tal que se produce la solidificacién parcial
o total por medio de la formacién de cristales de hielo, en ausencia de la imposicién de un campo de cizalla. Por lo
tanto, el liquido se congela sin ser agitado, mezclado ni movido deliberadamente durante la congelacion. La etapa de
congelacién quiescente se puede realizar mediante un niimero de procedimientos que incluyen (pero no se limitan a):

- colocar un recipiente que contiene el liquido por ser congelado en un ambiente frio en el que la temperatura
esté por debajo del punto de congelacién del liquido (tal como un congelador doméstico, una cdmara fria
comercial o un tinel de congelacién o un congelador de un establecimiento minorista ) hasta que tiene
lugar el grado deseado de solidificacion.

- Llenar un molde con el liquido por ser congelado y sumergir el molde en un bafio de un medio liquido frio
(tal como salmuera, glicol o nitrégeno liquido) hasta que tiene lugar el grado deseado de solidificacién.

- Colocar o dejar caer una parte del liquido por ser congelado directamente en el bafio de fluido criogénico
(tal como nitrégeno liquido) durante un tiempo suficiente para que solidifique antes de retirarlo.

- Congelar en forma de pelicula, i.e., extender el liquido en una capa sobre una superficie fria, permitien-
do que la capa se congele en ausencia de cizalla y luego raspar la capa congelada de la superficie fria.
Los ejemplos de congeladores de peliculas incluyen congeladores de tambor y placas termodisipadoras
giratorias.

- Pulverizar pequefias gotas de liquido en un medio frio dentro de una cdmara cerrada, tal que se produzca el
grado necesario de solidificacion en el momento en el que las pequefias gotas caigan a la base de la cdmara
por gravedad. En este caso, aunque las gotas se estén moviendo, no se aplica un campo de cizalla sobre el
liquido de la gota.
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Composiciones

La cantidad de hidrofobina presente en la composicién variard generalmente en funcién de la formulacion y del
volumen de la fase de aire. Comtinmente, la composicién contendrd al menos un 0,001% en peso de hidrofobina, mas
preferiblemente, al menos un 0,005 6 0,01% en peso. Cominmente, la composicion contendrd menos del 1% en peso
de hidrofobina. La hidrofobina puede proceder de una sola fuente o de una pluralidad de fuentes, p. ¢j., la hidrofobina
puede ser de una mezcla de dos o mas polipéptidos de hidrofobina diferentes.

La hidrofobina se afiade en una forma y en una cantidad tal que esté disponible para estabilizar la fase de aire. El
término “afiadida” pretende significar que la hidrofobina es introducida deliberadamente en la composicién a efectos
de aprovechar sus propiedades de estabilizacion de la espuma. Por consiguiente, cuando hay presentes o se afiaden
ingredientes que contienen contaminantes micdticos, que pueden contener polipéptidos de hidrofobina, esto no consti-
tuye afiadir hidrofobina en el contexto de la presente invencion. Cominmente, la hidrofobina se afiade a la composicién
en una forma tal que sea capaz de auto-ensamblarse a la superficie de aire-liquido.

Comunmente, la hidrofobina se afiade en una forma aislada, cominmente, al menos parcialmente purificada, tal
como al menos 10% pura, en base al peso de los sélidos. “Afadida en forma aislada” pretende significar que la
hidrofobina no se afiade como parte de un organismo natural, tal como un hongo, que exprese de forma natural
hidrofobinas. En lugar de eso, la hidrofobina habra sido, por lo comun, bien extraida de una fuente natural u obtenida
mediante la expresion recombinante en un organismo huésped.

En una realizacion, la hidrofobina se afiade a la composicién en forma monomérica, dimérica y/o oligomérica
(i.e., constituida por 10 unidades monoméricas o menos). Preferiblemente, al menos el 50% en peso de la hidrofobina
afladida estd en al menos una de estas formas, mas preferiblemente, al menos el 75, 80, 85 6 90% en peso. Una vez
afiadida, la hidrofobina se ensamblard comiinmente a la interfase de aire/liquido y, por tanto, cabria esperar que la
cantidad de monémero, dimero y oligémero disminuyera.

Los productos alimenticios aireados congelados pueden contener opcionalmente otros ingredientes tales como uno
o mas de los siguientes: otras proteinas tales como proteinas lacteas, bien como ingredientes puros o como ingredientes
liquidos, p. €j., leche o nata; aceite o grasa, notablemente en forma de una fase emulsionada; aziicares; sales; colorantes
y aromatizantes; emulsionantes quimicos, tales como monoglicéridos; purés / extractos / zumo de frutas o verduras;
estabilizadores o espesantes, tales como polisacdridos; conservantes; inclusiones tales como frutos secos, fruta, toffees.

Ahora se describird la presente invencién mds detalladamente en referencia a los siguientes ejemplos, que son
Unicamente ilustrativos y no restrictivos.

Ejemplos

Se llevaron a cabo experimentos para comparar la retencion de gas en las composiciones aireadas durante una
congelacién quiescente.

Ejemplo 1
Preparacion de las mezclas

Se prepar6 una mezcla adecuada para producir una composicion aireada congelada que contenia hidrofobina HFBII
(ejemplo 1). También se preparé un ejemplo comparativo en el que se usé leche desnatada en polvo en lugar de
hidrofobina. El ejemplo comparativo es representativo de una mezcla de la que se espera que muestre una buena
estabilidad de la espuma debido a un alto nivel de proteina lactea. En la tabla 1, se ofrecen las composiciones de las

mezclas. En la tabla 2, se ofrecen las fuentes de los ingredientes.

TABLA 1

Composicion de las mezclas

Ingrediente Concentracion (% en peso)
Ejemplo 1 { Ejemplo comparativo
Sacarosa 10 10
Goma xantana 0,5 0,5
Leche desnatada en polvo 0 11
HF B 0,1 0
Agua 89,4 78,5
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TABLA 2

Fuentes de los ingredientes

Ingrediente Informacion detallada Proveedor

Sacarosa Tate & Lyle, RU

Leche desnatada Proteina al 33—-36%:; grasa al United Milk, RU

en polvo 0,8%; humedad al 3,7%

Goma xantana Dispersable frio CP Kelco

(Keltrol RD)

HFBII Purificada de T. reesej VTT Biotechnology,
Finlandia

La hidrofobina HFBII ha sido purificada de Trichoderma reesei esencialmente segtin lo descrito en el documento
WO000/58342 y Linder et al., 2001, “Biomacromolecules” 2: 511-517. El xantano se incluy6 para evitar la sedimenta-
cidén inversa de la espuma durante su almacenamiento.

Las mezclas se prepararon en lotes de 100 g. Se mezclaron en seco la sacarosa, la goma xantana y la leche desnatada
en polvo (en caso de usarla), y se afiadieron lentamente en agua agitada a temperatura ambiente. Se calentaron las
mezclas hasta 55°C y se agitaron durante alrededor de 30 minutos para garantizar la hidratacién completa del xantano
y de las proteinas lacteas (en caso de usarlas). Entonces se enfriaron las mezclas hasta la temperatura ambiente.
Se afiadi6 HFBII (en caso de usarla) a la mezcla como una alicuota de 5 mg/ml de solucién para proporcionar la
concentracion final requerida. Entonces se agitaron las soluciones suavemente durante otro periodo.

Etapa de aireacion

Se sometieron a un tratamiento suave de ultrasonidos 100 ml de cada mezcla en un bafio sénico durante 30 segundos
para dispersar completamente la HFBII (en caso de usarla), y se colocaron en un aparato con recipiente agitado que
fue enfriado hasta 5°C.

El aparato constaba de un recipiente cilindrico revestido de acero inoxidable montado verticalmente con dimen-
siones internas 105 mm de altura y 72 mm de didmetro, que contenia un agitador. El agitador constaba de un rodete
rectangular (72 mm x 41,5 mm) que raspa la superficie interior del recipiente al girar y dos paletas semicirculares
(didmetro de 60 mm) colocadas en un dngulo de 45° con respecto al rodete. Se aireé la mezcla girando el agitador a
1.200 rpm hasta alcanzar un esponjamiento del 100% (60 segundos para el ejemplo 1 y 120 segundos para el ejemplo
comparativo).

Se midi6 el esponjamiento de las mezclas aireadas inmediatamente después de la preparacién usando una téc-
nica resumida a continuacién. Entonces se almacenaron las mezclas aireadas en vasos de precipitados dentro de un
refrigerador a 5°C durante siete dias y se volvieron a medir los esponjamientos.

Etapa de congelacion quiescente

Tras el almacenamiento de 7 dias, se llenaron moldes rectangulares de caucho con muestras de cada mezcla aireada
y se colocaron en un congelador a -25°C durante 24 horas. Entonces se colocaron las muestras en un congelador a
-80°C durante 30 minutos para aumentar su dureza antes de medir sus esponjamientos. Se midieron tres muestras por
cada mezcla. Se almacend la cuarta muestra a -80°C antes de ser examinada mediante una microscopia de exploracién
electrénica (SEM) para estudiar la microestructura.

Medicion del esponjamiento

Muestras aireadas: Se determind el esponjamiento segin lo siguiente para la muestras descongeladas aireadas.
Primero se llend un recipiente de plastico de un volumen conocido (30,7 ml) lentamente con la mezcla desaireada y se
peso en una balanza de laboratorio (M esireada)- LU€ZO se repitié el procedimiento con una muestra del mismo volumen
de la mezcla aireada (M,ireqq0)- El esponjamiento se determiné mediante la ecuacién:

Mdesaireada - Maireada

Maircada

x 100%

Esponjamiento =
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(Esto equivale a la definicion anterior de esponjamiento, cuando se usan muestras de un volumen fijo en lugar de
muestras de una masa fija).

Muestras aireadas congeladas: Se determind el esponjamiento segtin lo siguiente para la muestras aireadas con-
geladas. Se pesé la muestra aireada en los moldes para proporcionar muestras de una masa conocida (aprox. 5 g).
Entonces se congelaron las muestras segtin lo descrito anteriormente. Tras la congelacidn, se retiraron las muestras de
los moldes y se coloc6 cada una inmediatamente en un recipiente de plastico previamente enfriado. Se tap6 el reci-
piente con una tapa de rosca que contenia dos orificios pequefios. El volumen del espacio interior de este recipiente
habia sido determinado previamente en 61,95 ml. Se llen6 lentamente el recipiente con solucién de sacarosa al 60%
en peso a -10°C por uno de los orificios pequefios usando una jeringa graduada. El segundo orificio de la tapa permitio
la fuga del aire desplazado. El volumen de la solucién de sacarosa inyectada necesario para llenar completamente el
recipiente fue determinado a partir de las graduaciones de la jeringa. El volumen de la muestra de espuma congelada
(V.ireado) fue proporcionado por la diferencia entre el volumen conocido del recipiente y el volumen medido de la so-
lucién inyectada. El andlisis se complet6 en un minuto para evitar que la espuma congelada se licuara. Se repiti6 el
procedimiento con muestras de mezcla desaireada congelada que tenfan la misma masa (V gegireado)- El €sponjamiento
se determiné a partir de la ecuacion (i.e., para muestras de masa fija):

I Viireado = Vdesaire:
Esponjamiento = ——sdo Tdesreado 1009

Vdesaireado
Microscopia de exploracion electrénica

Se visualiz6 la microestructura de cada muestra mediante una microscopia de exploracién electrénica (SEM) a
baja temperatura. Para preparar las muestras para la microscopia, se enfri6 la muestra hasta -80°C sobre hielo seco y
se cortd una parte. Se colocé esta parte, de aproximadamente 5 mm x 5 mm x 10 mm de tamafio en un portamuestras
usando un compuesto OCT™ de Tissue Tek: (PVA al 11%; Carbowax al 5% y componentes no reactivos al 85%). Se
sumergié la muestra incluyendo el portamuestras en hielo viscoso de nitrégeno liquido y se transfirié a una camara
de preparacion a baja temperatura (Oxford Instrument CT1500HF) sometida al vacio, a aproximadamente 0,01 kPa.
Se calent6 la muestra hasta -90°C durante aproximadamente 60 a 90 segundos tal que el hielo se sublimé lentamente
para revelar informacién detallada sobre la superficie. Entonces se enfri6 hasta -110°C para finalizar la sublimacion.
A continuacién se revistié la muestra con oro usando plasma de argén. Este procedimiento también tuvo lugar al
vacio con una presion aplicada de 0,01 kPa y una corriente de 6 miliamperios durante 45 segundos. Entonces se
transfirié la muestra a un microscopio de barrido electrénico convencional (JSM 5600) equipado de una fase fria a
una temperatura de -160°C. Se formaron imagenes de la muestra y se capturaron las superficies de interés mediante un
programa informatico de adquisicion de imagenes digitales.

Resultados

En la tabla 3, se muestran los esponjamientos tras la aireacidn, tras el almacenamiento y tras la congelacién. En el
ejemplo comparativo que contiene un nivel elevado de leche desnatada en polvo, hay una reduccién significativa del
esponjamiento tanto durante el almacenamiento y como tras la congelacién. Sin embargo, el ejemplo 1 que contenia
hidrofobina no mostré pérdida de esponjamiento durante su almacenamiento, mostrando una reduccién mucho menor
durante la congelacién. (De hecho, al menos parte de esta disminucién puede estar representada por el cambio de
volumen del gas debido a la reduccién de la temperatura, no siendo originada por la pérdida de gas de la muestra). Los
resultados muestran que el uso de hidrofobina en lugar de proteinas ldcteas mejora enormemente la retencion de aire
tanto durante el almacenamiento como durante la congelacién de una solucién espumosa.

TABLA 3

Esponjamientos (%)

Ejemplo 1 | Ejemplo comparativo
Inmediatamente después de la aireacion 119 130
Tras el almacenamiento de 7 dias a 5°C 119 109
Tras la congelacion durante 24-heras a 102 67,2
-25°C

Las imdgenes SEM de las muestras congeladas mostraron que el ejemplo 1 tenia una distribucién uniforme de las
burbujas de aire. El ejemplo comparativo sin hidrofobina parecié tener burbujas de gas distribuidas mds desigualmente,
y de acuerdo con las medidas de esponjamiento, parecia que habia menos aire presente. Ademds, los cristales de hielo
del ejemplo comparativo parecian mds alargados y algo mayores que aquéllos del ejemplo 1.
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Ejemplos 2y 3

Se prepararon dos mezclas mds segtin la misma formulacién y usando el mismo procedimiento que en el ejemplo
1. Entonces se airearon las mezclas usando una batidora manual eléctrica Breville con la “cuchilla de batir” durante
aproximadamente 1 minuto. Se midi6 el esponjamiento de las mezclas aireadas. Entonces se almacenaron las mezclas
aireadas a 5°C durante 4 dias y se volvié a medir el esponjamiento. Después se congelaron de forma quiescente las
mezclas aireadas para generar el producto aireado congelado final mediante dos procedimientos diferentes, como se
explica a continuacién:

Ejemplo 2: Se colocé la mezcla aireada en un molde y luego se congelé en un baiio de salmuera a -25°C durante 15
minutos. Se insertaron palos en el producto tras aproximadamente 30 segundos a 1 minuto de tiempo de congelacion.
Se sacaron los productos aireados congelados de los moldes sumergiendo brevemente los moldes en un bafio de agua
caliente. Entonces se envolvieron los productos con papel encerado.

Ejemplo 3: Se colocé la mezcla aireada en un recipiente y luego se congeld en un congelador doméstico a -18°C
durante aproximadamente 6 horas.

En cada caso, se enfriaron mas los productos aireados congelados durante 2 horas en un tinel de congelacién a
-35°C, tras lo que se midi6 su esponjamiento.

En la tabla 4, se muestran los esponjamientos tras el almacenamiento y tras la congelacion. S6lo se perdieron
pequefias cantidades de esponjamiento durante la congelacién quiescente, i.e., del 5y 7% (x 1%) para los ejemplos 2

y 3 respectivamente. Los datos vuelven a mostrar que la hidrofobina es eficaz en la estabilizacién de la espuma durante
su congelacion.

TABLA 4

Esponjamientos (%)

Ejemplo 2 | Ejemplo 3

Tras el almacenamiento de 7 dias a 5°C 104 107
Tras la congelacion durante 24 horas a —25°C 99 100

10
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REIVINDICACIONES
1. Un procedimiento para producir una composicién aireada congelada, procedimiento que comprende airear una
mezcla acuosa, siguiendo con la congelacién quiescente de la mezcla aireada, que se caracteriza porque la muestra
comprende hidrofobina.

2. Un procedimiento segtin la reivindicacién 1, en el que la mezcla comprende al menos el 0,001% en peso de
hidrofobina.

3. Un procedimiento segun la reivindicacion 1 o la reivindicacién 2, en el que la hidrofobina estd en forma aislada.
4. Un procedimiento segin la reivindicacién 1 a 3, en el que la hidrofobina es una hidrofobina de clase II.

5. Un procedimiento segiin una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que la composicion aireada
congelada tiene un esponjamiento del al menos 25%.

6. Un procedimiento segiin una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que la composicién es un
producto alimenticio.

7. Un procedimiento segtin la reivindicacién 6, en el que el producto alimenticio es un producto de confiteria
congelado.

8. Un procedimiento segin la reivindicacion 7, en el que el producto de confiteria congelado es un helado.

9. Un procedimiento segin una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que la etapa de aireacion se
selecciona del grupo constituido por un batido continuo, un batido por lotes, una inyeccién de gas, una insuflacién
de gas, una generacion de gas mediante una reaccién quimica o bioquimica y una liberacién del gas atrapado de una
solucién o un sélido.

10. Un procedimiento segtin una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que la etapa de congelacion se
selecciona del grupo constituido por colocar un recipiente que contiene la mezcla acuosa en un medio frio; sumergir
un molde que contiene la mezcla en un bafio de refrigerante frio; colocar partes de la mezcla directamente en un bafio
de fluido criogénico; congelar en forma de pelicula; y pulverizar pequefias gotas de la mezcla en un medio frio.

11. Un procedimiento segin una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que la mezcla comprende
ademads un agente de limite elastico.

12. Un procedimiento segun la reivindicacién 11, en el que el agente de limite eldstico es xantano y/o gellan.

13. Uso de una hidrofobina para estabilizar una composicién aireada durante una congelacién quiescente.

11
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