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DESCRIPCION

Campo de la invencion

La presente invencion se refiere a composiciones, tales como productos alimentarios, que incluyen
hidrofobinas, y que presentan una reduccion de la formacion de crema.

Antecedentes de la invencion

Existe una amplia variedad de alimentos que contienen un gas introducido, como aire, nitrégeno,
dioxido de carbono u 6xido nitroso. Normalmente, las espumas de alimentos son inestables por encima de
periodos de tiempo que superan unos cuantos dias (es decir, las burbujas crecen y la espuma se descompone)
a menos que el producto esté congelado (helados, por ejemplo) o que la fase continua del producto esté
gelificada (por ejemplo, una mousse).

En la actualidad, es dificil preparar un producto aireado donde la espuma sea estable durante un
tiempo de almacenamiento de varias semanas que, con cierta agitacion en caso necesario, sera fluido. Hay
dos aspectos que deben tenerse en cuenta: (a) la estabilidad de las burbujas durante varias semanas, y (b) la
prevencion de la aparicion de burbujas de aire en la superficie debido a la diferencia de flotabilidad entre las
dos fases (la llamada formacién de crema). La formacion de crema puede dar lugar a una mala apariencia de
un producto y a la pérdida de rendimiento. Por ejemplo, si una espuma forma una crema entonces las burbujas
pueden llegar a ser menos estables y se puede perder el aire. Por otra parte, un producto de "fases separadas"
puede parecer mucho menos deseable para el consumidor.

Lo ideal seria que ese producto aireado contuviera una espuma donde las burbujas se mantienen
estables para crecer y formar una crema, pero con la aplicacion de una cantidad relativamente pequefia de
agitacion (por ejemplo, batido, agitacion, o succién), el producto sera fluido.

Hay una serie de mecanismos que degradan la calidad de un producto aireado: la desproporcién y la
coalescencia dan lugar al crecimiento de la burbuja, cambiando las propiedades del producto, tales como su
textura y apariencia fisica. La formacion de crema (debido a la flotabilidad de las burbujas de aire) da lugar a la
separacion vertical de las fases en el recipiente que resulta en una gran acumulacion de burbujas cerca de la
superficie superior y la desaparicion de las burbujas en la parte inferior. Hay productos alimentarios aireados en
los que la formacion de crema es deseable, por ejemplo, la espuma de la superficie de la cerveza. Sin
embargo, para los productos que requieren un tiempo de vida de la espuma por encima de unos minutos u
horas (por ejemplo, los que requieren un tiempo de almacenamiento), la formacion de crema da lugar a un
aspecto no deseado. También puede dar lugar a la pérdida de aire posterior, debido a la aglomeracién mas
proxima de las burbujas en la espuma y la descomposicion de la espuma que pudieran ocasionarse a causa de
ello.

Para disefiar un producto en el que se previene la formacién de crema y las burbujas en la espuma se
mantienen estables durante un periodo de almacenamiento prolongado (de 1 semana a, al menos, 3 o mas
semanas en frio), hay dos requisitos previos: La fase continua requiere un limite de fluencia aparente o debe
ser visco-elastica para evitar la aparicion de burbujas debido a la flotabilidad. Las burbujas en la espuma deben
ser estables a la desproporcion y la coalescencia durante toda la vida util del producto.

Resumen de la invencion

En nuestra solicitud WO 06/010425 en tramitacion, los inventores han encontrado que una proteina
fungica denominada hidrofobina permite la produccion de espuma con una excelente estabilidad a la
desproporcién y a la coalescencia. La hidrofobina es un agente de aireacion que los inventores han encontrado
que proporciona una excelente estabilidad a la espuma debido a su naturaleza de superficie activa. La
hidrofobina también parece conferir un caracter altamente viscoelastico a la superficie de las burbujas de aire.
Esto da lugar a una buena estabilidad a la desproporcion y la coalescencia.

Ahora los inventores han encontrado que el uso de hidrofobina en combinacién con estabilizantes que
proporcionan un limite de fluencia aparente a la fase continua da lugar a productos aireados que también
presentan una buena estabilidad a la formacién de crema por encima de las 3 semanas, cuando se conservan
a temperaturas de refrigeracion. Por el contrario, una combinacion de estabilizantes con otros agentes de
superficie activa, tales como el caseinato de sodio, en lugar de hidrofobina no dio lugar a una espuma estable.

Para reducir la velocidad de formacién de crema en una espuma producida utilizando hidrofobina
como agente tensioactivo de aireacion, una fase continua tiene que estar disefiada con una viscosidad o un
limite de fluencia. Lo anterior sélo reducira la velocidad de formacion de crema (por la ley de Stoke), incluso si
la viscosidad se hace muy alta. El uso de una fase continua con un limite de fluencia, sin embargo, puede llevar
a una situacién en la que se previene la formacion de crema, pero con una cantidad relativamente pequefia de
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agitacion, el producto fluidificara por cizallamiento y sera fluido.

En consecuencia, la presente invencion proporciona una composicion aireada capaz de fluir que
comprende hidrofobina y un agente de limite de fluencia, la composiciéon que tiene una viscosidad de la fase
continua, medida a una velocidad de cizallamiento de 10 s'1, de 0,01 a 2000 Pa-s, y un limite de fluencia
aparente de la fase continua de al menos 4 Pa.

En una forma de realizacion, la hidrofobina se encuentra en una forma sustancialmente aislada.

Preferiblemente, la hidrofobina esta presente en una cantidad de al menos el 0,001% en peso,
preferiblemente al menos el 0,01% en peso e inferior al 1% en peso.

Preferiblemente, la hidrofobina es una hidrofobina de clase II.

En una forma de realizacion preferida, el agente de limite de fluencia es un polisacarido,
preferiblemente un polisacarido bacteriano, como xantano y/o gelano.

En una forma de realizacion, la composicion aireada comprende un espesante.
En una forma de realizacion preferida, la composicién aireada es vertible.

Preferiblemente, la composiciéon aireada es un producto alimentario aireado, tal como productos
alimentarios refrigerados.

En otro aspecto, la presente invencién proporciona el uso de una hidrofobina y un agente de limite de
fluencia para inhibir la formacién de crema en una composicién aireada fluida.

En un aspecto relacionado la presente invencidon proporciona un procedimiento para inhibir la
formacion de crema en una composicion aireada, el procedimiento que comprende la adicion de hidrofobina y
un agente de limite de fluencia a la composicién antes y/o durante la aireacion de la composicion.

Descripcion detallada de la invencion

A menos que se defina lo contrario, todos los términos técnicos y cientificos utilizados en este
documento tienen el mismo significado que se entiende normalmente por un experto en la materia (por
ejemplo, en la produccién de confiteria refrigerada/confiteria congelada, quimica y biotecnologia). Las
definiciones y descripciones de diversos términos y las técnicas utilizadas en la produccién de confiteria
refrigerada o congelada se encuentran en Ice Cream, 4th Edition, Arbuckle (1986), Van Nostrand Reinhold
Company, Nueva York, NY. Las técnicas estandar utilizadas para los procedimientos moleculares y
bioquimicos se pueden encontrar en Sambrook y col., Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 3rd ed. (2001)
Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, N.Y. y Ausubel y col., Short Protocols in Molecular
Biology (1999) 4th Ed, John Wiley & Sons, Inc. - y la version completa titulada Current Protocols in Molecular
Biology).

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 en una interfaz
hidréfoba/hidrdfila, y que tienen una secuencia conservada:

X-C-X5.9-C-C-X11.39-C-Xg.23-C-X5.9-C-C-X6.15-C-Xm (SEQ ID No. 1)

en la que X representa cualquier aminoacido, y n y m representan independientemente un nuimero entero.
Normalmente, una hidrofobina tiene una longitud de hasta 125 aminoacidos. Los residuos de cisteina (C) en la
secuencia conservada forman parte de los puentes disulfuro. En el contexto de la presente invencion, el
término hidrofobina tiene un significado mas amplio que incluye proteinas funcionalmente equivalentes que
siguen presentando la caracteristica de auto-ensamblaje en una interfaz hidréfoba-hidréfila que resulta en una
pelicula de proteina, como las proteinas que comprenden la secuencia:

Xn=C-X1.50-C-Xo.5-C-X1.100-C-X4.100-C-X1.50-C-Xp.5-C-X1.50-C-X, (SEQ ID No. 2)

0 sus partes, que siguen presentando la caracteristica de auto-ensamblaje en una interfaz hidréfoba-hidrofila
que resulta en una pelicula de proteina. De acuerdo con la definicion de la presente invencién, el auto-
ensamblaje se puede detectar mediante la adsorcion de la proteina a teflon y el uso de dicroismo circular para
establecer la presencia de una estructura secundaria (en general, a-hélice) (De Vocht y col., 1998, Biophys J.
74: 2059-68).

La formacion de una pelicula se puede establecer incubando una lamina de teflén en la disolucion de
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proteina seguido de, al menos, tres lavados con agua o tampoén (Wosten y col., 1994, EMBO. J. 13: 5848-54).
La pelicula de proteina puede ser visualizada mediante cualquier procedimiento adecuado, como el marcaje
con un marcador fluorescente o mediante el uso de anticuerpos fluorescentes, como esta bien establecido en
la técnica. Normalmente m y n tienen valores que van de 0 a 2000, pero mas habitualmente m y n en total son
inferiores a 100 6 200. La definicion de hidrofobina en el contexto de la presente invencion incluye proteinas de
fusion de una hidrofobina y otro polipéptido, asi como conjugados de hidrofobina y otras moléculas, tales como
polisacaridos.

Las hidrofobinas identificadas hasta la fecha generalmente se clasifican como de clase | o de clase |l
Ambos tipos han sido identificados en hongos como proteinas secretadas que se auto-ensamblan en interfaces
hidréfobas-hidrdfilas en peliculas anfipaticas. Los ensamblajes de hidrofobinas de clase | son relativamente
insolubles, mientras que las hidrofobinas de clase Il se disuelven facilmente en una variedad de disolventes.

También han sido identificadas proteinas de tipo hidrofobina en bacterias filamentosas, tales como
actinomicetos y Steptomyces sp. (documento WO 01/74864). Estas proteinas bacterianas, a diferencia de las
hidrofobinas fungicas, forman Unicamente hasta un puente disulfuro, ya que soélo tienen dos residuos de
cisteina. Estas proteinas son un ejemplo de equivalentes funcionales de las hidrofobinas que tienen las
secuencias consenso que se muestran en las SEQ ID N° 1 y 2, y estan dentro del ambito de aplicacion de la
presente invencion.

Las hidrofobinas se pueden obtener por extraccion de las fuentes nativas, como los hongos
filamentosos, por cualquier procedimiento adecuado. Por ejemplo, las hidrofobinas se pueden obtener
mediante el cultivo de hongos filamentosos que secretan la hidrofobina en el medio de cultivo o por extraccion
de los micelios de los hongos con el 60% de etanol. Particularmente, se prefiere aislar las hidrofobinas de los
organismos hospedadores que secretan hidrofobinas naturalmente. Los hospedadores preferidos son
hifomicetos (por ejemplo, Trichoderma), basidiomicetos y ascomicetos. Hospedadores particularmente
preferidos son los organismos de calidad alimentaria, tales como la Cryphonectria parasitica que segrega una
hidrofobina denominada criparina (MacCabe y Van Alfen, 1999, App. Environ. Microbiol 65: 5431-5435).

Por otra parte, las hidrofobinas se pueden obtener mediante el uso de tecnologia recombinante. Por
ejemplo, las células hospedadoras, por lo general microorganismos, se pueden modificar para expresar las
hidrofobinas, y las hidrofobinas se pueden aislar y se pueden utilizar de acuerdo con la presente invencion. Las
técnicas para la introducciéon de construcciones de acidos nucleicos que codifican hidrofobinas en las células
hospedadoras son muy conocidas en la técnica. Se han clonado mas de 34 genes que codifican para
hidrofobinas, procedentes de 16 especies de hongos (véase por ejemplo, el documento WO96/41882 que da la
secuencia de hidrofobinas identificadas en Agaricus bisporus, y Wosten, 2001, Annu Rev. Microbiol. 55: 6250
646). También se puede utilizar tecnologia recombinante para modificar las secuencias de la hidrofobina o para
sintetizar nuevas hidrofobinas que tengan propiedades deseadas/mejoradas.

Normalmente, una célula u organismo hospedador apropiado se transforma con una construccion de
acidos nucleicos que codifica la hidrofobina deseada. La secuencia de nucleédtidos que codifica para el
polipéptido se puede insertar en un vector de expresién adecuado que codifica los elementos necesarios para
la transcripcion y la traducciédn, y de tal manera que se expresara en las condiciones adecuadas (por ejemplo,
en la orientacion adecuada y en el marco de lectura correcto y con secuencias diana y de expresion
adecuadas). Los procedimientos necesarios para construir estos vectores de expresion son muy conocidos por
los expertos en la materia.

Se pueden utilizar una serie de sistemas de expresion para expresar la secuencia codificante del
polipéptido. Estos incluyen, pero no se limitan a, bacterias, hongos (incluyendo levaduras), sistemas celulares
de insectos, sistemas de cultivos celulares de plantas y todas las plantas transformadas con los vectores de
expresion apropiados. Los hospedadores preferidos son aquellos que se consideran de calidad alimentaria —
“generalmente considerados como seguros” (GRAS).

Especies de hongos adecuadas incluyen levaduras tales como (pero no limitadas a) las de los
géneros Saccharomyces, Kluyveromyces, Pichia, Hansenula, Candida, Schizo saccharomyces y similares, y
especies filamentosas, tales como (pero no limitadas a) las de los géneros Aspergillus, Trichoderma, Mucor,
Neurospora, Fusarium, y similares.

Las secuencias que codifican las hidrofobinas son preferiblemente al menos un 80% idénticas a nivel
de aminoacidos a una hidrofobina identificada en la naturaleza, mas preferiblemente al menos el 95% o 100%
idénticas. Sin embargo, las personas expertas en la materia pueden hacer sustituciones conservativas u otros
cambios de aminoacidos que no reduzcan la actividad biolégica de la hidrofobina. A los efectos de la invencién
estas hidrofobinas que poseen este elevado nivel de identidad a una hidrofobina de origen natural también
estan incluidas en el término "hidrofobinas".
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Las hidrofobinas se pueden purificar a partir de los medios de cultivo o de extractos celulares
mediante, por ejemplo, el procedimiento descrito en el documento WO 01/57076 que consiste en adsorber la
presente hidrofobina en una disoluciéon que contiene hidrofobina a la superficie y a continuacion, la puesta en
contacto de la superficie con un tensioactivo, como Tween 20, para eluir la hidrofobina de la superficie. Véase
también Collen y col., 2002, Biochim Biophys Acta. 1569: 139-50; Calonje y col., 2002, Can. J. Microbiol. 48:
1030-4; Askolin y col., 2001, Appl Microbiol Biotechnol. 57: 124-30; y De Vries y col., 1999, Eur J Biochem. 262:
377-85.

Composiciones y productos aireados fluidos

Con las expresiones "composicién capaz de fluir" o "producto capaz de fluir", que se utilizan
indistintamente en este documento, nos referimos a una composicién donde la composicion fluira después de
una cantidad relativamente pequefia de agitacion (por ejemplo, batido, agitacion, o succion), en oposicién a un
sdlido o a una composicién estable. Las composiciones capaces de fluir incluyen composiciones vertibles y
composiciones semi-estables. La temperatura a la que se considera la capacidad de fluir de la composicion o el
producto es la temperatura a la que normalmente se sirve el producto. Por ejemplo, la capacidad de fluir de un
producto refrigerado normalmente se determina a 5°C mientras que la capacidad de fluir de un producto
ambiente normalmente se determina a temperatura ambiente (20°C). La capacidad de fluir de productos que
contienen hielo se suele determinar a -10°C. Las mediciones generalmente se llevan a cabo a una presion de 1
atm.

El término "aireado" significa que el gas se ha incorporado voluntariamente al producto, como por
medios mecanicos. El gas puede ser cualquier gas, pero es preferible, sobre todo en el contexto de productos
alimentarios, un gas de calidad alimentaria, tales como aire, nitrdgeno o didxido de carbono. El grado de
aireacion suele definirse en términos de "saturacion". En el contexto de la presente invencién, el % de
saturacion se define en términos de volumen como:

((volumen del producto final aireado - volumen de la mezcla)/volumen de la mezcla) x 100

La cantidad de aireacion presente en el producto puede variar en funcién de las caracteristicas del
producto deseado. Por ejemplo, la cantidad de aireacién en confiteria, tales como mousses puede ser tan
elevado como del 200 al 250%. La cantidad de aireacion en algunos productos refrigerados, productos
ambientales y productos calientes puede ser inferior, pero en general por encima del 10%, por ejemplo, el nivel
de saturacion en batidos normalmente es del 10 al 40%.

Preferentemente, la cantidad de aireacién es de al menos un 10%, mas preferiblemente de al menos
un 25 o un 50%. Preferentemente, el nivel de saturacion es inferior al 400%, mas preferiblemente inferior al 300
6 200%.

Preferiblemente, la espuma es sustancialmente homogénea.

Preferiblemente, una composicion aireada de la invencién mantendra al menos el 50% de su volumen
en la fase aérea original, mas preferiblemente el 75%, durante un periodo de al menos 3 semanas, mas
preferiblemente de al menos un mes (normalmente medido después del almacenamiento a temperaturas de
refrigeracion (alrededor de 5°C)).

Preferiblemente, el diametro medio de burbuja en la composicién no cambiara sensiblemente en un
periodo de 3 semanas (normalmente medido después del almacenamiento a temperaturas de refrigeracion
(alrededor de 5°C)) con respecto al tamafio medio, cuando se preparé inicialmente a tiempo t = 0.
Preferiblemente, el diametro medio de burbuja relativo (d;) cambiard menos que un factor de 2,5 en un periodo
de 3 semanas, y preferiblemente menos que un factor de 2. El didametro de burbuja relativo (d;) a tiempo =t es
como se determina en los ejemplos mediante la ecuacion:

d, = dy/do

en la que d, es el diametro medio inmediatamente después de su preparacion, es decir, at =0, y d;
es el didmetro medio de burbuja a tiempo = t.

Un procedimiento adecuado para medir los cambios en el tamario de la burbuja y en el volumen de la
espuma es el uso de una técnica de dispersion de la luz. Convenientemente se pueden utilizar el sistema de
medicion Turbiscan TLAB (Formulaction, Francia), que analiza tanto la luz retrodispersada como la luz
transmitida de la muestra aireada de interés.

La espuma a analizar estd contenida en una celda de muestras cilindrica (por ejemplo, con un
diametro de 25 mm rellena con 20 ml de espuma). Se utiliza una fuente de luz de una longitud de onda A = 880
nm para suministrar la luz incidente, y dos sensores 6pticos reciben la luz transmitida a través de la muestra
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(180° de la luz incidente) y la luz retrodispersada (45° de la luz incidente) de la muestra. En el modo de barrido,
los sensores opticos barren la altura del tubo obteniendo los datos tanto de la luz transmitida como de la luz
retrodispersada en funcion de la altura de la muestra y del tiempo. Por lo tanto, los fenémenos de migracion
(como la formacion de crema) y los cambios en el tamafio de las particulas (como el tamafio de la burbuja) se
pueden controlar con el tiempo. La teoria y ejemplos pertinentes de la utilizacion del sistema de medicion
Turbiscan se pueden encontrar en: Mengual y col., Colloids and Surfaces A, 1999, 152, 112-123; Rouimi y col.,
Food Hydrocolloids, 2005, 19, 467-478. Ademas, se pueden obtener notas de aplicacion e informacion util en la
pagina web del fabricante: www.turbiscan.com

Experimentalmente, los cambios del tamafio medio de burbuja se observan mejor con las variaciones
en la luz retrodispersada en una zona de la muestra donde no se estan produciendo otros cambios (como la
descomposicion de la espuma o la formacion de crema en las burbujas). Aqui, hemos utilizado las zonas
centrales de la espuma. El nivel de retrodispersion (BS) esta relacionado con la trayectoria libre media del
transporte de fotones, A*, a través de la espuma por la relacion:

1

1

(2%)?

BS =

A* depende de la fraccién de volumen de gas, @, y del diametro medio de la burbuja d por:
w2
30(1-9)Q

Q y g son dos parametros Opticos de la teoria de Mie, donde Q es el factor de eficiencia de dispersién
y g es un factor de asimetria. Para una espuma de fraccién de aire en volumen conocida, el cambio en el
diametro medio de burbuja se puede controlar a lo largo del tiempo. Esto se calcula de forma automatica
mediante el software Turbiscan.

Los parametros exactos de medicidon que se pueden utilizar estan indicados en los Ejemplos.

La estabilidad de la espuma (volumen de espuma en funcion del tiempo) y el grado de formacion de
crema también se pueden determinar por un procedimiento visual con la observacion de estos fendmenos en
espumas de muestra en las probetas.

Preferiblemente, el grado de formacion de crema es tal que después de su almacenamiento durante
tres semanas a 5°C, la capa de suero visible que se extiende por debajo del liquido aireado que se forma en la
parte inferior del contenedor del producto debido a la desaparicion de las burbujas de aire en la region
mediante la formacién de crema no representa mas del 25% de la altura total del producto dentro del
contenedor. Mas preferiblemente no representa mas del 15 o el 20% de la altura total del producto dentro del
contenedor. Esto se mide preferiblemente usando un procedimiento visual mediante la observacion de este
fendmeno en las espumas de muestra en las probetas.

Los productos alimentarios aireados de la invencion normalmente estan incluidos en uno de estos tres
grupos - ambiente (es decir, productos almacenados y/o servidos a temperatura ambiente sin necesidad de
refrigeracion o congelacion), refrigerados o parcialmente congelados (es decir, que normalmente contienen
hielo). El término "alimento" incluye bebidas. Los productos alimentarios aireados refrigerados incluyen batidos
y té. Productos alimentarios aireados parcialmente congelados incluyen bebidas que contienen hielo y otros
productos que contienen hielo que son fluidos a -10°C (véase, por ejemplo, nuestra solicitud co-pendiente WO
06/010 426).

En una forma de realizacion, el producto alimentario es un producto de confiteria.
Agentes de limite de fluencia

El limite de fluencia, la viscosidad y la naturaleza viscoelastica necesarios no sélo dependeran de la
necesidad de prevenir la formacién de crema, sino que también dependera del tipo de producto aireado de
interés. En una forma de realizacién, se trata de una espuma vertible que tendra un limite de fluencia y una
viscosidad por cizallamiento relativamente baja (es decir, fluidificacion por cizallamiento). Por ejemplo, una
viscosidad inferior a 1 Pa-s dentro del régimen de cizallamiento de 10 a 100 s,

La formulacidon requiere un agente o agentes de limite de fluencia, que definimos en el presente
documento como un principio o principios (molecular o particulado) que proporcionan un limite de fluencia
aparente a la fase continua, retrasando o previniendo asi la formacion de crema de las burbujas de aire. Los
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agentes de limite de fluencia también pueden aumentar la viscosidad a cizallamiento cero o durante el flujo.
Con agitacién suave (por ejemplo, batido 0 mezcla breve), sin embargo, el producto fluira o se vertera debido a
que la fase continua presenta un comportamiento de fluidificacion por cizallamiento.

Las composiciones de la invencién tendran un limite de fluencia aparente de la fase continua de al
menos 4 Pa, preferiblemente de al menos 4,2, 4,5 6 5 Pa. En una forma de realizacién, el limite de fluencia
aparente de la fase continua es inferior a 1 MPa, preferiblemente inferior a 100.000 Pa. El limite de fluencia
aparente de la fase continua de una composicion de la invenciéon se puede determinar como se establece en
los Ejemplos.

Las composiciones de la invencién también tendran una viscosidad de la fase continua, medida a una
velocidad de cizallamiento de 10 s”, de 0,01 a 2.000 Pa-s, preferiblemente inferior a 1000 Pa's, mas
preferiblemente inferior a 500, 200 6 100 Pa-s. La viscosidad de la fase continua para una composicion de la
invencion se puede determinar como se establece en los Ejemplos.

La temperatura a la que se considera la fluidez, el limite de fluencia aparente y la viscosidad de la
composicion o el producto es la temperatura a la que normalmente se sirve el producto. Por ejemplo, para un
producto refrigerado estos parametros normalmente se determinan a 5°C mientras que para un producto
ambiente estos parametros normalmente se determinan a temperatura ambiente (20°C) y para un producto
que contiene hielo estos parametros normalmente se determinan a -10°C. Las mediciones generalmente se
llevan a cabo a una presién de 1 atm.

Los principios adecuados que pueden utilizarse como agentes de limite de fluencia, particularmente
en sistemas alimentarios, incluyen polisacaridos gelificantes, de los cuales se resumen a continuacién algunos
ejemplos no limitantes:

- Biopolimeros gelificantes termorreversibles como la gelatina, iota y kappa-carragenano y agar.

- Biopolimeros gelificantes quimicamente rigidos cuya estructura de gel deriva de una interaccion entre
el polisacarido y un ion apropiado, tal como Ca”. Los ejemplos incluyen el alginato de sodio y la
pectina.

- Polisacaridos bacterianos tales como xantano o gelano que pueden adoptar un comportamiento de
tipo gel débil que es interrumpido por el cizallamiento. Preferiblemente esos polisacaridos se afiaden
para dar una cantidad final de al menos el 0,4% en peso en la mezcla pre-aireada.

- Polisacaridos de hongos como el esquizofilano.

- Geles sinérgicos que comprenden dos o mas biopolimeros que pueden ser individualmente no
gelificantes, pero en la mezcla formaran un gel o un gel de un médulo superior. Algunos ejemplos
incluyen: alginato de sodio con pectina, xantano con goma garrofin, agar con goma garrofin, y kappall
carragenano con goma garrofin.

Habitualmente se utilizan varios de los agentes de limite de fluencia descritos anteriormente para
gelificar productos de tal manera que se vuelven rigidos, por ejemplo, gelatina. En el contexto de la presente
invencion, para garantizar que el producto resultante es fluido, por lo general se incluiran a niveles inferiores.

Fuentes de referencia utiles que describen los polisacaridos y su comportamiento en disolucion son:
"Food polysaccharides and their applications”, ed. A.M. Stephen, Marcel Dekker Inc., 2005. "Food Gels", ed. P.
Harris, Elsevier, 1990.

Los polisacaridos gelificantes no son los Unicos principios que se pueden utilizar como agentes de
limite de fluencia en el contexto de esta invencién. Se puede utilizar cualquier principio (molecular o particulas)
que dé como resultado un limite de fluencia aparente de la fase continua. Otros ejemplos de agentes de limite
de fluencia incluyen:

- Lipogeles. Estos incluyen, pero no se limitan a, los ésteres de poliglicerol de acidos grasos saturados,
y las mezclas de monoglicéridos de acidos grasos con ésteres del acido citrico de &cidos grasos
saturados, los ésteres del acido lactico de acidos grasos saturados, o ésteres del acido diacetil[]
tartarico de acidos grasos saturados. Normalmente, la cantidad del principio lipogel seria inferior al 2[]
5% en peso aproximadamente en la mezcla pre-aireada. Ejemplos de como producir lipogeles se
pueden encontrar en Heertje y col., Food Science and Technology, 1998, 31, 387-396.

- Proteinas de gelificacion (térmica o quimicamente), por ejemplo, proteina de suero.

- Emulsiones de aceite en agua, donde las particulas de aceite dispersadas interactuan entre si para
proporcionar la fase continua con una naturaleza gelificada.
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- Fibras, por ejemplo, de la fruta o de origen vegetal, celulosa modificada, etc.
Principios no gelificantes que aumentan la viscosidad de la fase continua (espesor)

Ademas de los agentes de limite de fluencia mencionados, también se pueden afiadir espesantes
para aumentar la viscosidad de la mezcla pre-aireada, lo que permite el control de las propiedades de flujo del
producto aireado durante su uso. Estos no dan lugar a un limite de fluencia cuando se utilizan de forma
individual, sino que contribuyen al espesor total y al comportamiento del flujo del producto. Sin embargo, se
deben utilizar en combinacion con un agente o agentes de limite de fluencia. Esos espesantes se podrian
utilizar para aumentar el "cuerpo” de un batido de leche aireado al consumirlo, por ejemplo.

Ejemplos no limitantes de espesantes son: almidén no gelificante, proteina del suero, goma garrofin,
goma guar, goma arabiga, o carboximetilcelulosa. El espesamiento o viscosificacion de la mezcla pre-aireada
también se puede conseguir con diversas otras vias de moléculas o particulas. Por ejemplo, la adicion de pulpa
de frutas o de vegetales, aziicares de alto peso molecular tales como jarabe de maiz, o el uso de proteinas, por
ejemplo, proteina de suero. Para espesar también se pueden preparar algunos sistemas basados en una
emulsion, por ejemplo: crema batida y natas. También se pueden utilizar lipogeles por debajo de la
concentracion requerida para formar un limite de fluencia.

El agente(s) de limite de fluencia, y los espesantes donde los haya, se seleccionan y se afiaden en
cantidades adecuadas para dar un producto, antes de la aireacién, que tienen el limite de fluencia aparente y la
viscosidad deseados, como se ha mencionado anteriormente.

Los productos alimentarios aireados opcionalmente pueden contener otros principios tales como uno
0 mas de los siguientes: otras proteinas, como proteinas lacteas, ya sea como principios puros 0 como
principios liquidos, por ejemplo, leche o nata; aceite o grasa, sobre todo en forma de fase emulsionada;
azUcares; sales; colorantes y sabores; emulsionantes quimicos, como monoglicéridos, t¢ o café;
purés/extractos/zumos de frutas o vegetales; estabilizantes o espesantes, como polisacaridos; conservantes;
inclusiones, como frutos secos, frutas, caramelos.

Para los productos no alimentarios aireados, ademas de hidrofobina y de un agente espesante
apropiado, se pueden incluir otros principios para crear el tipo de producto especifico. Estos incluyen, pero no
se limitan a:

- Tensioactivos anidnicos, catidnicos y no idnicos.

- Acidos grasos como el &cido estearico y palmitico y acidos grasos de mono-/di- o tri-glicéridos.
- Acidos o bases, como acido clorhidrico e hidroxido sdico

- Conservantes, por ejemplo, acido benzoico

- Alcoholes de azucares, por ejemplo, glicerol y sorbitol

- Polimeros como el PEG y el carbémero

La cantidad de hidrofobina presente en el producto por lo general varia dependiendo de la
formulacion del producto y el volumen de la fase aérea. Normalmente, el producto contendra al menos el
0,001% en peso, de hidrofobina, mas preferiblemente al menos el 0,005 o el 0,01% en peso. Normalmente el
producto contiene menos del 1% en peso de hidrofobina. La hidrofobina puede proceder de una sola fuente o
de una pluralidad de fuentes, por ejemplo, la hidrofobina puede ser una mezcla de dos 0 mas polipéptidos de
hidrofobina diferentes.

Preferiblemente, la hidrofobina es una hidrofobina de clase Il.

La presente invencion también incluye composiciones para la produccién de un producto aireado, por
lo general un producto alimentario, de la invencion, cuya composicion comprende una hidrofobina y un agente
de limite de fluencia. Dichas composiciones incluyen premezclas liquidas, por ejemplo, premezclas utilizadas
en la produccidon de productos de confiteria refrigerados o parcialmente congelados, y mezclas secas, por
ejemplo polvos, a los que se les afade un liquido acuoso, como leche o agua, antes o durante la aireacién.

Las composiciones para la producciéon de un producto refrigerado o parcialmente congelado de la
invencion comprenderan otros principios, ademas de la hidrofobina y el agente de limite de fluencia, que
normalmente estan incluidos en el producto, por ejemplo, en el caso de productos alimentarios, azucar, grasa,
emulsionantes, aromatizantes, etc. Las composiciones pueden incluir todos los demas principios necesarios
para preparar el producto de tal manera que la composicion esté lista para ser procesada, es decir, aireada,
para formar un producto aireado de la invencion.
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Las composiciones secas para la produccion de un producto aireado de la invencion también incluiran
otros principios, ademas de la hidrofobina y el agente de limite de fluencia, que normalmente estan incluidos en
el producto, por ejemplo, en el caso de productos alimentarios, azlcar, grasa, emulsionantes, aromatizantes,
etc. Las composiciones pueden incluir todos los demas principios no liquidos necesarios para preparar el
producto de tal manera que todo lo que el usuario necesita es afiadir un liquido acuoso, tal como agua o leche,
y la composiciéon esta lista para ser procesada para formar un producto aireado de la invenciéon. Estas
composiciones secas, de las que son ejemplos los polvos y granulados, se pueden disefiar para uso industrial
y para venta el por menor, y se pueden beneficiar de un volumen reducido y una vida de almacenamiento mas
larga.

La hidrofobina se afiade en una forma y en una cantidad tales que esté disponible para estabilizar la
fase aérea. Con el término "afiadir", queremos decir que la hidrofobina se introduce deliberadamente en el
producto con el fin de aprovechar las propiedades estabilizantes de la espuma. Por consiguiente, cuando hay
principios presentes o afadidos que contienen hongos contaminantes que puedan contener polipéptidos de
hidrofobina, esto no constituye la adicién de hidrofobina en el contexto de la presente invencion.

Normalmente, la hidrofobina se afiade al producto en una forma tal que es capaz de autol]
ensamblarse en una superficie aire-liquido.

Normalmente, la hidrofobina se afiade al producto o a las composiciones de la invencién en una
forma aislada, por lo general, al menos parcialmente purificada, tal como al menos un 10% pura, basado en el
peso de los sdlidos. Por "se afiade en forma aislada", queremos decir que la hidrofobina no se afiade como
parte de un organismo de origen natural, tal como un hongo, que expresa hidrofobinas de forma natural. En
cambio, la hidrofobina normalmente se extrae de una fuente de origen natural o se obtiene por la expresién
recombinante en un organismo hospedador.

En una forma de realizacion, la hidrofobina se afiade al producto en forma de monémero, dimero y/o
oligémero (es decir, que consta de 10 unidades monomeéricas o menos). Preferentemente al menos el 50% en
peso de la hidrofobina afiadida esta en al menos una de estas formas, mas preferiblemente al menos el 75, 80,
85 6 90% en peso. Una vez aiadida, la hidrofobina normalmente experimentara el ensamblaje en la interfase
aire/liquido y por tanto se espera que disminuya la cantidad de monémero, dimero y oligémero.

En una forma de realizacion, la hidrofobina se afiade a la composicion aireada de la invencién en una
forma aislada, por lo general, al menos parcialmente purificada.

La combinacién de hidrofobina y uno o0 mas agentes de limite de fluencia se puede utilizar tanto para
estabilizar la fase aérea en una composicion fluida aireada (por lo general inhibiendo el engrosamiento de las
burbujas, es decir, se ha encontrado que las hidrofobinas no sélo estabilizan el volumen de la espuma, sino
también el tamafio de las burbujas dentro de la espuma) como para inhibir la formacion de crema en la
composicion confiriendo propiedades reoldgicas adecuadas a la fase continua.

En otro aspecto, la invencién se puede aplicar a composiciones aireadas congeladas o rigidas, donde
la formacion de crema es un problema en el momento requerido para que el producto se endurezca o se
congele. En consecuencia, la presente invencion también proporciona un procedimiento para inhibir la
formacién de crema en una composicion aireada congelada o rigida antes del endurecimiento o la congelacion
de la composicion, el procedimiento que comprende la adicion de hidrofobina y un agente de limite de fluencia
a la composicion antes o durante el endurecimiento o la congelacion del producto. Preferiblemente, el tiempo
necesario para que el producto se congele o se endurezca es superior a 1 hora. En una forma de realizacion
preferida, el producto, inmediatamente después de la aireacion, tiene una viscosidad de la fase continua inferior
a 100 Pa.

La presente invencién se describe con mas detalle con referencia a los ejemplos siguientes, que son
sOlo ilustrativos y no limitantes.

Descripcion de las figuras

Figura 1: Viscosidad en funcion del esfuerzo de cizallamiento para disoluciones que contienen el 0,1%
de hidrofobina de clase Il (HFB Il) y el 0,3, 0,4, y 0,5% de xantano.

Figura 2: Viscosidad en funcion de la velocidad de cizallamiento para disoluciones que contienen el
0,1% de HFB Il y el 0,3, 0,4, y 0,5% de xantano.

Figura 3. Diametro de burbuja medio con respecto al del tiempo t = 0 en funcion del tiempo para el
caseinato de sodio (Na Cas), leche desnatada en polvo (LDP), ésteres de poliglicerol (PGE) y espumas de
HFB Il estabilizadas.
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Figura 4. Estabilidad de la espuma con respecto a la formacién de crema para espumas estabilizadas
por un agente tensioactivo con un 0,5% de xantano en la fase acuosa.

Figura 5: Diametro de burbuja medio con respecto al del tiempo t = 0 en funcion del tiempo para
espumas preparadas utilizando HFB Il con diferentes concentraciones de goma xantano.

Figura 6. Estabilidad con respecto a la formacion de crema para espumas de HFB Il con xantano en
la fase continua.

Figura 7: Imagenes de espumas que contienen el 0,1% de HFB |l (izquierda) con el 0,3% de xantano
después de 5 meses de almacenamiento (centro) el 0,4% de xantano después de 6 semanas de
almacenamiento (derecha) el 0,5% de xantano después de 5 meses de almacenamiento a 5°C.

Figura 8: Imagenes de la espuma que contiene el 0,1% de HFB Il y el 0,5% de xantano después de 5
meses de almacenamiento a 5°C. Espuma en una probeta de 100 ml (izquierda) y de cerca (derecha) que
muestra un grado de separacion de fases (formacion de crema) muy pequeno (<5% en volumen).

Figura 9: Imagenes de un producto de batido lacteo aireado que contiene el 0,1% de HFB Il y el
0,41% de xantano recién preparado (izquierda) y después de 3 semanas de almacenamiento a 5°C (derecha)
que presenta poca formacion de crema o crecimiento de burbujas.

Figura 10: Imagenes de un producto batido de frutas aireado que contiene el 0,1% de HFB Il y el
0,41% de xantano recién preparado (izquierda) y después de 3 semanas de almacenamiento a 5°C (derecha)
que presenta poca formacion de crema o crecimiento de burbujas.

EJEMPLOS
Metodologias experimentales

Aqui los inventores describen los fundamentos de los procedimientos experimentales utilizados para
medir las propiedades de la espuma vy la reologia en disolucién de los productos incluidos en esta invencion.
Los parametros experimentales exactos elegidos para la medicion se describen en el Ejemplo.

Mediciones de la estabilidad de la espuma, tamafio de la burbuja, y formacién de crema

El procedimiento principal de los inventores para medir los cambios en el tamafio de burbuja y el
grado de formacién de crema en muestras de espuma fue utilizando una técnica de dispersion de la luz. Se
utilizé el sistema de medicién Turbiscan TLab (Formulaction, Francia), que analiza tanto la luz retrodispersada
como la luz transmitida de la muestra aireada de interés. Esto se describe con mayor detalle mas arriba.

También observaron los inventores la estabilidad de la espuma (volumen de espuma en funcién del
tiempo) y el grado de formacion de crema por un procedimiento visual observando estos fendmenos en
muestras de espuma en probetas.

Medicion de la viscosidad de la fase continua y del limite de fluencia aparente

Se determind una medida de la viscosidad de la fase continua y el limite de fluencia aparente de las
mezclas sin airear con el uso de la reologia. Los detalles experimentales exactos se resumen en los Ejemplos.
Para determinar una medida del limite de fluencia aparente y una viscosidad de cizallamiento cero de las
mezclas a partir del log del esfuerzo de cizallamiento frente al log de los datos de viscosidad, el régimen de
fluidificacion por cizallamiento de las curvas se ajusté a un modelo de Herschel-Bulkley. Los inventores
consideran que la viscosidad de fluencia aparente es el esfuerzo de cizallamiento minimo que provoca la
aparicién de la fluidificacion por cizallamiento. Este es un procedimiento comtn utilizado por los expertos en la
materia. Referencias utiles que describen este comportamiento se pueden encontrar en Stokes y Telford
(Journal of Non-Newtonian Fluid Mechanics, 2004, 124, 137-146) y Barnes, Hutton, y Walters (An Introduction
to Rheology, Rheology Series 3, Elsevier Science, 1989).

Ejemplo 1: Espumas estables fluidas con reduccion de la formacion de crema
Materiales y formulaciones

Se prepararon ejemplos de productos aireados refrigerados usando 3 tipos de proteina de superficie
activa (de A a C) y un emulsionante que forma un lipogel (D):

A: Caseinato de sodio (Na Cas)
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B: Leche desnatada en polvo (LDP)
C: Hidrofobina (HFB II) de Trichoderma reesei
D: Esteres de poliglicerol de acidos grasos saturados (PGE)

Los detalles de los materiales utilizados se resumen en la Tabla 1 y las formulaciones a partir de las
que se prepararon cada una de las muestras de espuma refrigeradas se muestran en la Tabla 2. Las espumas
se prepararon y almacenaron a temperaturas de refrigeracion (5°C). Su estabilidad de la espuma, con respecto
al tamafio de las burbujas y la formacién de crema se controlaron a lo largo del tiempo utilizando el instrumento
Turbiscan.

Tabla 1. Principios utilizados con la informacion del proveedor

Principio Composicion Proveedor

Caseinato de sodio 88-90% de proteina, 1,5% de | DMV International, Paises Bajos
grasa, 6% de humedad

Leche desnatada en polvo 33-36% de proteina, 0,8% de | United Milk, RU
grasa, 3,7% de humedad
Ester de poliglicerol (PGE 55) 100% de materia grasa Danisco
HFB Il Purificada de T. reesei* VTT Biotechnology, Finlandia
Goma xantano (Keltrol RD) Polisacarido CP Kelco

* Hidrofobina de clase Il purificada a partir de Trichoderma reesei esencialmente como se describe en el
documento WO 00/58342 y Linder y col., 2001, Biomacromolecules 2: 511-517).

Tabla 2. Formulaciones

MezclaA | MezclaB | Mezcla | MezclaD MezclaE | MezclaF | Mezcl

C aG
Principio Concentracién en % en peso
Caseinato de sodio 34 0,5 - - -- - --
Leche desnatada en polvo - - 10,4 - - - -
PGE 55 -- - - - - - 0,5
HFB Il - - - 0,1 0,1 0,1 -
Goma xantano 0,5 0,5 0,5 0,5 0,4 0,3 0,5
Agua 96,9 99,0 89,1 99,4 99,5 99,6 99,0

Preparacion y analisis de los productos aireados

Preparacién de la mezcla

Todas las mezclas se prepararon en lotes de 100 g. Para las Mezclas A, B y C (que contiene
caseinato de sodio y leche en polvo desnatada, respectivamente), se mezclaron la proteina y la goma xantano
y se afadieron lentamente en agua agitada a temperatura ambiente. Las disoluciones se calentaron
posteriormente (a 55°C para el Na Cas y 40°C para la LDP) para asegurarse de que las proteinas estuvieran
adecuadamente hidratadas. Las mezclas se enfriaron y se almacenaron a 5°C hasta su uso posterior.

La Mezcla G se preparé mezclando el polvo de goma xantano y el polvo de PGE juntos, con la
dispersion en agua fria desionizada y a continuacién el calentamiento a 60°C con agitacion durante 30 minutos.
Esta disolucién se enfri6 y se almacend a 5°C hasta su uso posterior.

Para las Mezclas D, E y F (que contienen HFB II), primero se dispersé el xantano en agua fria con
agitacion durante al menos 30 minutos. A continuacion, se afiadio la concentracion requerida de HFB |l a esto
como una alicuota. La disolucién se sometid a sonicacion suave en un bafio de ultrasonidos durante 30
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segundos para disolver completamente la HFB Il. La mezcla se enfrid y se almacené a 5°C hasta su uso
posterior.

Los altos niveles de caseinato de Na y de LDP seleccionados como las concentraciones de proteina
son proporcionales a los niveles encontrados en bebidas de batidos lacteos disponibles comercialmente.

Proceso de aireacion

80 ml de mezcla se sometieron a cizallamiento en recipiente agitado (refrigerado a 5°C) a una
velocidad de 1200 rpm para una duracion de tiempo que corresponde a la obtencion del 100% de saturacion.

Los tiempos de aireacion para alcanzar el 100% de saturacion se resumen en la Tabla 3. El recipiente
agitado consiste en un recipiente cilindrico, montado verticalmente, con camisa de acero inoxidable con unas
medidas internas de 105 mm de altura y 72 mm de diametro.

El rotor utilizado para someter a cizallamiento la muestra consiste en un impulsor rectangular de las
proporciones correctas para raspar la superficie interna del recipiente a medida que gira (dimensiones de 72
mm x 41,5 mm). También conectados al rotor hay dos cuchillas semi-circulares (60 mm de diametro) de alto
cizallamiento colocadas en un angulo de 45° con la unién rectangular. Después de la aireacion, las muestras
se almacenaron a 5°C en probetas de 100 ml o en viales Turbiscan normales antes de su posterior analisis.

Tabla 3. Tiempo de aireacion y saturacion para las mezclas A-G

Muestra Tiempo de aireacién/min Saturacion/%
Mezcla A 1 100
Mezcla B 1,16 100
Mezcla C 1 100
Mezcla D 2 100
Mezcla E 2 100
Mezcla F 2 100
Mezcla G 10 100

Medicion de la viscosidad y del limite de fluencia aparente

Las mediciones reoldgicas se realizaron con un redmetro AR-G2 (TA Instruments Ltd, Crawley, Reino
Unido). Se llevaron a cabo experimentos de flujo escalonados sobre las mezclas sin aireacién para determinar
la viscosidad frente al esfuerzo de cizallamiento y la viscosidad frente a las curvas de velocidad de
cizallamiento. Todas las mediciones se realizaron a 5°C (con refrigeracion controlada por Peltier). Se utilizé una
geometria de cono y de placa. El cono estaba hecho de acero inoxidable y tenia 6 mm de diametro con un
angulo de 2°. A partir de estos datos, se pudieron determinar las graficas de la viscosidad en funcion del
esfuerzo de cizallamiento y la viscosidad en funcién de la velocidad de cizallamiento. Usando el modelo de
Hershel Bulkley (que se ajusta a los datos en el limite del esfuerzo de alto cizallamiento de los datos), se puede
determinar un limite de fluencia aparente.

Medicién de la estabilidad de la espuma y de la burbuja y grado formacién de crema de la espuma

La estabilidad de la espuma y de sus burbujas en ella se midi6 utilizando el Turbiscan TLab, cuyos
detalles operativos se han discutido previamente. Esto permite la determinacion de lo siguiente en funcion del
tiempo: (1) El volumen de la espuma (es decir, la medicién de la pérdida total de fase aérea). (2) El tamafio de
burbuja medio. (3) El grado de la formacién de crema en la espuma.

La espuma producida se dosificé en un tubo de muestras de vidrio Turbiscan hasta una altura de
unos 42 mm, que corresponde a 20 ml de espuma aproximadamente. El equipo entonces analiza y mide tanto
la luz retrodispersada como la luz transmitida entre una altura de 2 y 55 mm. Las mediciones se realizaron
durante un periodo de varias semanas. Puesto que los datos se recogen sobre la altura total de la muestra, a
partir de esto, los valores medios de los perfiles de retrodispersion entre limites definidos (altura inferior y
superior) dan informacion especifica con respecto a cambios en la muestra en esa area, por ejemplo, del
tamano de burbuja o de la formacion de crema.
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Tamaiio de burbuja: De los datos de retrodispersion medidos entre 20 y 30 mm, se calcul6 de forma
automatica el tamafio medio de burbuja a partir de la luz retrodispersada. Los indices de refraccion fueron
considerados como los del agua y del aire. La fraccion de volumen de la fase aérea de la espuma fue de 0,5.
Aunque la fraccién de volumen de la fase aérea de la espuma puede cambiar con el tiempo, sobre todo si no
es estable y tiene lugar la formacion de crema, encontramos que la toma de medidas entre una altura de 20 y
30 mm de la muestra dio datos de tamafio fiables, a menos que la espuma fuese muy inestable. Si la espuma
era muy inestable, entonces los datos de tamafio deben ser tomados con cautela en un sentido cuantitativo,
pero se pueden comparar con el de otras espumas.

Formacion de crema de la espuma: El grado de formacién de crema en la espuma se midié por dos
procedimientos.

1. Dispersion de luz usando el Turbiscan: La cantidad de formacion de crema en la espuma con el
tiempo se determiné midiendo el cambio de luz retrodispersada a lo largo del tiempo entre una altura
de la muestra de 0 a 10 mm. A medida que la espuma forma una crema, se espera que la intensidad
de la retrodispersion entre estas alturas disminuya, ya que mas luz sera retrodispersada en presencia
de burbujas de aire. Estos datos se obtuvieron principalmente para las espumas de HFB |l porque la
estabilidad de las burbujas significa que los cambios en la retrodispersion se pueden atribuir
exclusivamente a cambios en el volumen de las burbujas de aire dentro de una regién de la celda de
muestra. Para espumas menos estables que presentan tanto un crecimiento de burbuja como una
formacién de crema rapidos, es mas dificil desentrafiar cuantitativamente los dos, ya que ambos
procesos ocurren al mismo tiempo.

2. Observaciones visuales en una probeta. 100 ml de espuma producida se pusieron en una probeta
de 100 ml y la parte superior se cubrié con papel film para evitar la desecacion de la parte superior de
la espuma. Se registraron la altura de la espuma y la altura del suero (fase continua) a medida que la
espuma forma una crema con el tiempo. A pesar de que el crecimiento de la burbuja y la separacion
del suero (formacion de crema) se producen al mismo tiempo, se puede establecer cuantitativamente
el grado de formacién de crema.

Resultados y Discusion
Viscosidad y limite de fluencia de las mezclas

La viscosidad y el limite de fluencia de la mezcla es importante para prevenir o controlar la velocidad
de formacion de crema de la burbuja. Por lo tanto, en la formulaciéon de productos aireados en la que se
detiene la formacién de crema, es conveniente hacer un andlisis de la reologia para ayudar en la capacidad de
prediccion. A continuacion se describen algunas de las principales caracteristicas reolégicas de las Mezclas D,
E y F, que contienen el 0,1% en peso de HFB Il y el 0,5, 0,4, y 0,3% en peso de xantano en la disolucion,
respectivamente.

Las Figuras 1 y 2 muestran dos importantes condiciones reolégicas para hacer posible las espumas
vertibles. Los datos en la Figura 1 muestran el efecto de la concentracion de xantano sobre el limite de fluencia
aparente y sobre la viscosidad de la disolucion. Usando el modelo de Hershel Bulkley (que se ajusta a los datos
en el limite del esfuerzo de alto cizallamiento de los datos), se puede determinar un limite de fluencia aparente.
De los datos, se calcula para:

0,3% en peso de la soluciéon de xantano con el 0,1% de hidrofobina - limite de fluencia
aparente = 2,8 Pa

0,4% en peso de la solucion de xantano con el 0,1% de hidrofobina - limite de fluencia
aparente = 4,5 Pa

0,5% en peso de la solucion de xantano con el 0,1% de hidrofobina - limite de fluencia
aparente =5,5 Pa

El limite de fluencia aparente es el parametro principal que regira la velocidad y el grado de formacion
de crema. Los datos de la Figura 2 muestran el efecto de la concentracion de xantano sobre la viscosidad de
las mezclas a alta cizalla. Sugerimos que la viscosidad de la mezcla a velocidades de cizallamiento entre 10 y
100 s es comparable a la viscosidad que se experimentaria en el flujo o durante el consumo. Para cada una
de las concentraciones de xantano, la viscosidad de la mezcla sobre el régimen de velocidad de cizallamiento
de 10 a 100 s es inferior a 1 Pars.

Estabilidad de la burbuja

El cambio en el tamafio relativo medio de burbuja (d;) en la espuma en funcién del tiempo se muestra
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en la Figura 3. En el caso de la HFB II, las burbujas son muy estables y no se observan cambios en el tamafio
medio después de varias semanas de almacenamiento en frio. El PGE al 0,5% también muestra una buena
estabilidad, aunque el tamafio medio de burbuja se incrementa gradualmente. Ademas, el nivel de PGE
utilizado (0,5% en peso) es superior al permitido normalmente en productos alimentarios. Cada una de las
proteinas no HFB muestran poca estabilidad. El crecimiento rapido de la burbuja se produce en unas pocas
horas para cada una de las mezclas aireadas. El engrosamiento de estas espumas se acelera a lo largo del
corto tiempo de vida, dando lugar en ultima instancia a la descomposicién completa de la espuma.

Formacion de crema de la espuma

La Figura 4 muestra los cambios en la retrodispersién en funcién del tiempo en el intervalo de alturas
de 0 a 10 mm en el vial de muestras. En el caso del PGE y la HFB Il, donde se demostré que el tamario de la
burbuja permanece casi constante durante largos periodos de tiempo (en particular con la HFB Il), es evidente
que la retrodispersion tampoco cambia significativamente. Solo se observa una pequefia cantidad de formacién
de crema en escalas de tiempo prolongadas (mas de 1000 horas, lo que equivale a mas de un mes).

En el caso de las espumas estabilizadas por las proteinas de los productos lacteos (LDP y Na Cas),
la interpretacion de los datos de la dispersion de luz es algo mas compleja, ya que la formacion de crema 'y el
crecimiento de la burbuja se produciran al mismo tiempo. Sin embargo, se pueden hacer algunas
observaciones de caracter general. Utilizando una concentracion del 0,5% de xantano, a tiempo = 0 las
burbujas son de un tamario inicial comparable al de las compuestas con HFB Il. Por lo tanto, esperamos que la
formacioén de crema se inhiba en este punto. Sin embargo, se produce el crecimiento de la burbuja (debido a la
desproporcién y coalescencia) lo que da lugar a una disminucidon de la retrodispersiéon medida. En ultima
instancia, las burbujas superaran un diametro medio critico y comenzaran a formar la crema a medida que la
fuerza de flotabilidad exceda el limite de fluencia que mantiene a las burbujas en su lugar. Aunque la presencia
de goma xantano proporciona un limite de fluencia al sistema que se espera que evite la formacion de crema
de burbujas pequefas (aprox. < 200 ym de diametro), con el tiempo las burbujas crecen por encima de este
tamafio y el limite de fluencia no es suficiente para evitar la aparicion de las burbujas. Este proceso, y el
posterior crecimiento de la burbuja, dan lugar a un ritmo creciente de disminucién de la retrodispersién con el
tiempo.

La espuma estabilizada por la HFB Il pone de manifiesto una estabilidad superior a cualquiera de los
otros tensioactivos investigados en el presente documento.

Efecto de la concentracion de xantano (efecto del limite de fluencia aparente)

Los datos presentados en las Figuras 5 y 6 muestran el efecto de la concentracion de xantano, y por
tanto del limite de fluencia, sobre el grado de formacién de crema en una espuma formada por burbujas
estables producidas usando el 0,1% de HFB II.

En la Figura 5, es claro que a una concentracion de xantano del 0,5%, durante un periodo de mas de
1000 horas, el tamafio de burbuja en el area de muestra medida cambia muy poco. La disminucion de la
concentracion de xantano al 0,4% da lugar a una pequefia disminucién en el tamafio de burbuja medido
durante largos periodos de tiempo. Esto probablemente no es debido a la contraccion de la burbuja, sino mas
bien debido a la formacion de crema de las burbujas. Las burbujas mas grandes salen de la zona de medicién,
dejando una mayor proporcion de burbujas en la zona de medicién. Esto da lugar a una aparente disminucién
en el tamafio medio de burbuja. Se observa el mismo efecto a una concentracion de xantano del 0,3% en un
periodo de tiempo mas corto. El efecto es mas rapido debido a un limite de fluencia mas bajo. Cabe destacar,
sin embargo, que los cambios observados a unas concentraciones de xantano del 0,4 y el 0,5% son
relativamente pequefios.

Las conclusiones extraidas de la Figura 5 se demuestran posteriormente en la Figura 6. Esto muestra
el grado de formacion de crema a través de la retrodispersion medida en la parte inferior del vial de muestras
(de 0 a 10 mm). Es evidente que, al 0,5% de xantano, se inhibe la formacion de crema con sélo una pequefia
cantidad de capa de suero visible evidente después de mas de un mes de almacenamiento. La formacion de
crema tiene lugar con mayor rapidez y en mayor grado a medida que se reduce la cantidad de xantano y se
reduce el limite de fluencia. Estos cambios ocurren al mismo tiempo que los cambios en el tamafio de burbuja
observados en la Figura 5.

La apariencia visual de las espumas aireadas que contienen HFB Il y xantano después del
almacenamiento a 5°C se muestran en las Figuras 7 y 8. Esta claro que después de un almacenamiento
prolongado, usando el 0,5% de xantano como agente espesante, la formacion de crema de la burbuja esta casi
completamente inhibida y solo se puede observar una ligera separacion de fases. Con el uso de un 0,4% de
xantano, hay una mayor (aunque todavia pequefia) cantidad de formacién de crema. Con el uso de un 0,3% de
xantano, el limite de fluencia aparente no es lo suficientemente grande como para evitar la formacién de crema
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durante el tiempo de almacenamiento. Este producto en particular no seria aceptable (el nivel de separacion de
suero indicado en la parte inferior del vial supera el 10% después de 3 semanas), mientras que el uso del 0,4 y
el 0,5% de xantano seria aceptable (el nivel de suero fue inferior al 10% después de 3 semanas).

En consecuencia, puesto que el limite de fluencia aparente de la fase continua calculado
anteriormente para el 0,3, 0,4 y 0,5% de xantano es de 2,8, 4,5 y 5,5 Pa, respectivamente, hemos determinado
que el limite de fluencia aparente minimo debe ser de al menos unos 4 Pa.

Ejemplo 2: Batido de chocolate aireado

Se prepard un batido de leche aireado con sabor a chocolate de la manera siguiente. Se compré un
batido de leche disponible comercialmente (Frijj™ Thick Fresh Milkshake producido por Dairy Crest Ltd,
Shropshire, Reino Unido). Este es un producto sin aireacion y, de acuerdo con la lista de principios, contiene:
leche desnatada, leche entera, azlcar, almidén de maiz modificado, grasa de cacao en polvo reducido, polvo
de suero de leche y estabilizantes (carragenano y goma guar). La goma xantano se afiadié lentamente al
batido de leche con agitacion a una concentracion del 0,5% en peso. Esto se mezclé durante 20 minutos para
permitir que la goma xantano se hidratase por completo. Un volumen conocido del 0,5% en peso de disolucion
de hidrofobina se aireé hasta una saturacion del 400% utilizando un dispositivo de mano aerolatte™. Esto se
afadio a la leche agitada para dar un producto batido aireado con una saturacion del 100%, una concentracién
global de hidrofobina del 0,1% en peso y una concentracién global de xantano del 0,41% en peso. El producto
batido aireado se almacend a 5°C y su estabilidad se controlé durante un periodo de tres semanas. La Figura 9
muestra que después de 3 semanas, el producto batido aireado retenido en una fase aérea estable que no
formé una crema o colapsé y no mostré un crecimiento significativo de la burbuja.

Ejemplo 3: Batido de frutas aireado

Se prepard un batido de frutas aireado usando la bebida Vie Shots™, producida por Unilever UK
como base de puré de frutas. La Vie Shot™ contiene: puré de platano (28%), concentrado de zumo de naranja
(26%), concentrado de zumo de zanahoria (23%), concentrado de zumo de calabaza (14%), pulpa de naranja
(4%), concentrado de zumo de limon, concentrado de cereza acerola (1,5%), y pectina de manzana. El pH (a
temperatura ambiente) era 4,17. La goma xantano se afadié lentamente al puré de frutas con agitaciéon hasta
una concentracion del 0,5% en peso. Esto se mezclé durante 20 minutos para permitir que la goma xantano se
hidratase por completo. Un volumen conocido del 0,5% en peso de disolucion de hidrofobina se aire6 hasta
una saturacion del 400% utilizando un dispositivo de mano aerolatte™. Esto se afiadié al puré de frutas para
dar un batido de frutas aireado con una saturacion del 100% aproximadamente, una concentracion global de
hidrofobina del 0,1% en peso y una concentracion global de xantano del 0,41% en peso. El producto batido de
frutas aireado se almacend a 5°C y su estabilidad se controld durante un periodo de tres semanas. La Figura
10 muestra que después de 3 semanas, el producto batido de frutas aireado retuvo una fase aérea estable y
que no se produjo un crecimiento significativo de la burbuja o una formacién de crema.
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REIVINDICACIONES

1.- Una composiciéon aireada capaz de fluir que comprende hidrofobina y un agente de limite de
fluencia, la composicion que tiene una viscosidad de fase continua, medida a una velocidad de cizallamiento de
10 s'1, de entre 0,01 a 2000 Pa-s, y un limite de fluencia aparente de la fase continua de al menos 4 Pa.

2.- Una composicion aireada segun la reivindicacién 1 que comprende al menos el 0,001% en peso y
menos del 1% en peso de hidrofobina.

3.- Una composicion aireada segun la reivindicacion 1 o la reivindicacion 2 en la que la hidrofobina se
encuentra en forma aislada.

4.- Una composicion aireada segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en la que la
hidrofobina es una hidrofobina de clase II.

5.- Una composicion aireada segun una cualquiera de las reivindicaciones precedentes en la que el
agente de limite de fluencia es un polisacarido.

6.- Una composicién aireada segun la reivindicacion 5 en la que el polisacarido es xantano y/o gelano.

7.- Una composicion aireada segun una cualquiera de las reivindicaciones precedentes que
comprende un espesante.

8.- Una composicién aireada segun una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, que es
vertible.

9.- Una composicién aireada segun una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, que es un
producto alimentario aireado.

10.- Un producto alimentario aireado segun la reivindicacién 9, que es un producto alimentario
refrigerado.

11.- Uso de una hidrofobina y un agente de limite de fluencia para inhibir la formacién de crema en
una composicién aireada capaz de fluir.
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