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ES 2359255713

DESCRIPCION
Postre congelado enriquecido con proteinas
Campo de la invencion

La presente invencion esta relacionada con postres congelados, en particular postres congelados pasteurizados con
un alto contenido de proteinas, y con un método para la elaboracion de estos. La presente invencidon también esta
relacionada con el uso de micelas de proteinas del suero de leche, concentrados de éstas y/o polvos de las mismas
en la elaboracién de postres congelados.

Antecedentes

Se han realizado varios intentos de mejorar la calidad nutricional de los sorbetes congelados, especialmente de los
helados que contienen grasa.

Los helados bajos en grasa han estado en el mercado durante décadas. Estas recetas, generalmente, tienen un marl
yor contenido en carbohidratos, utilizan edulcorantes artificiales o tienen un contenido de proteinas mayor. Los pro(]
ductos de alimentaciéon congelados con un elevado contenido de proteinas se describen en la patente US
2006/0008557, por ejemplo.

Ciertamente, cada vez mas las proteinas, en particular las proteinas del suero de leche, se utilizan como sustituto
parcial de la grasa y también como emulsionantes en la industria alimentaria.

La patente US 6767575 B1 describe la preparacion de un producto de agregados de proteina del suero de leche,
mediante la cual la proteina del suero de leche se desnaturaliza mediante acidificacién y calentamiento. Los agregal’
dos de proteinas obtenidos de este modo se utilizan en la industria alimentaria.

La patente GB 1079604 describe mejoras en la elaboracién de queso, mediante la cual las proteinas del suero de
leche son sometidas a un tratamiento térmico a un valor de pH 6ptimo, para asi obtener proteinas del suero de leche
insolubles que se afaden después a la leche cruda.

La patente WO 93/07761 esta relacionada con proporcionar un producto proteico seco microparticulado que puede
utilizarse como sustituto de la grasa.

La patente US 5750183 describe un proceso para producir microparticulas proteicas utiles como sustitutos de grasa
que no contienen grasa.

Un sustituto proteico de grasa también se describe en la patente WO 91/17665 en la que las proteinas se presentan
en forma de proteina de suero de leche desnaturalizada, microparticulada y soluble en agua.

Sin embargo, uno de los problemas que se dan en la produccion de productos que contienen, en general, proteinas
globulares, y en particular proteinas del suero de leche, es su limitada procesabilidad. Ademas, cuando se calientan
las moléculas de proteina, cuando se someten a condiciones acidas o basicas o en presencia de sales, éstas tienl]
den a perder su estructura nativa y se reensamblan en varias estructuras aleatorias tales como geles, por ejemplo.

El tema de la patente EP 1281322 es la preparacion de compuestos acuosos gelificados de proteinas del suero de
leche.

Elofsson et al. en el International Dairy Journal, 1997, pags. 601-608 describen la gelificacién fria de concentrados
de proteina del suero de leche.

De un modo similar, Kilara et al. en el Journal of Agriculture and Food 20 Chemistry, 1998, pags. 1830-1835 descrill
ben el efecto del pH en la agregacion de las proteinas del suero de leche y su gelificacion.

El efecto gel no soélo presenta limitaciones en relacion a la procesabilidad (por ejemplo, la obstruccion de las maquill
nas utilizadas en la elaboracién de productos que contienen proteinas) sino también en relacion con la textura que
de este modo se obtiene, la cual puede no ser idénea para su aplicacion en postres congelados.

Por lo tanto, es deseable una desnaturalizacion controlada de las proteinas a fin de ampliar la utilizacion de las prol]
teinas.

Erdman describe en el Journal of American College of Nutrition, 1990, pags. 398-409 que la calidad de las proteinas
microparticuladas no se ve afectada a pesar de la utilizacion de un mayor cizallamiento y calor.

La patente EP 0603981 también describe una emulsion termoestable de aceite en agua que contiene proteinas.
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La patente DE 199 06 379 A1 explica un proceso para la produccion de un producto de agregados de proteina del
suero de leche y sus aplicaciones en helados con, por ejemplo, un contenido de proteinas del 3,8%.

La patente WO 2006/034857, que se ha publicado después de la fecha de registro de esta aplicacién, muestra en el
ejemplo 9 la produccién de helados enriquecidos con proteinas del suero de leche con un contenido de grasa redul’
cido.

Un problema adicional que se deriva del uso de proteinas del suero de leche es su impacto en el perfil de sabor del
producto final, por ejemplo, puede que éstas dejen una sensacion astringente.

Por lo tanto, uno de los objetivos de la invencidn es proporcionar una técnica para mejorar el impacto de los postres
congelados en el consumidor, como por ejemplo, el perfil nutricional de los postres congelados, y/o mejorar el perfil
organoléptico de los postres congelados que contienen proteinas.

Resumen de la invencion

De acuerdo con lo expuesto, este objetivo se logra mediante las caracteristicas de las reivindicaciones independien(]
tes. Las reivindicaciones dependientes desarrollan ain mas la idea central de la presente invencion.

Para lograr este propésito, de acuerdo con la reivindicacion 1 se proporciona un postre congelado pasteurizado que
contiene micelas de proteina del suero de leche, segun un primer aspecto de la invencion.

La utilizaciéon de micelas de proteinas del suero de leche en postres congelados de acuerdo con la reivindicacion 16
constituye otro aspecto de la presente invencion.

Finalmente, la presente invencion proporciona, de acuerdo con un aspecto adicional, un proceso para la elaboracion
de un postre congelado segun la reivindicacion 17.

Figuras

La Fig. 1 muestra el resultado de un experimento que demuestra el efecto del pH y del tratamiento térmico en la miC
celizacién de la B-lactoglobulina.

La Fig. 2 muestra un medio para determinar el pH de micelizacién para un preparado comercial (Bipro®, lote JEO32
1-420) utilizando mediciones de turbidez a 500 nm.

La Fig. 3 es una micrografia tomada con microscopio electrénico de transmision de micelas de proteina del suero de
leche (2% en peso, WPI 95, Lactalis) a pH 7,4. La barra de escala es de 200 nm.

La Fig. 4 muestra el resultado de un experimento que evalia el impacto de la fuerza i6nica (Arginina HCI) en la for(]
macion de micelas de proteinas a pH 7,0 constante.

La Fig. 5 muestra la estabilidad del volumen de la espuma (FVS, del inglés foam volume stability) estabilizada me[
diante micelas de B-lactoglobulina (Davisco) al 1% en peso a pH 7,0, en presencia de Arginina HC| 60 mM comparal|
do con la B-lactoglobulina no micelizada.

La Fig. 6 muestra el diametro hidrodinamico equivalente, basado en la intensidad, de una proteina del suero de le[]
che obtenida mediante tratamiento térmico de una dispersion de B-lactoglobulina al 1% en peso durante 15 min. a
85°C, a un pH que oscila entre 2 y 8. Las micelas de proteina del suero de leche se obtienen a pH 4,25 (cargadas
positivamente con un potencial zeta de unos +25 mV) y a pH 6,0 (cargadas negativamente con un potencial zeta de
unos -30 mV). El diametro hidrodinamico Z-promediado de las micelas fue de 229,3 nm a pH 4,25 y de 227,2 nm a
pH 6,0. Se muestran las micrografias correspondientes a las micelas obtenidas mediante MET tras su tincion negatill
va. Las barras de escala son de 1(1m.

La Fig. 7 muestra una estructura altamente esquematica de una micela de proteina del suero de leche.
La Fig. 8 muestra una micrografia de MEB (microscopio electrénico de barrido) de polvo de micelas de proteinas del
suero de leche obtenido tras un secado por pulverizacién de una dispersion con un contenido de proteinas del 20%

tras su microfiltracion.

La Fig. 9 es una micrografia de MET con tincidon negativa de una dispersion de micelas de proteinas del suero de
leche obtenida con un contenido de proteinas del 4%.

La Fig. 10 es una micrografia de MET con tincién negativa de una dispersion de micelas de proteinas del suero de
leche obtenida con un contenido de proteinas del 20% tras su microfiltracion.
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La Fig. 11 muestra la termoestabilidad de una dispersion de micelas de proteinas del suero de leche obtenida con un
contenido proteico del 10%, tras su microfiltraciéon, a pH 7,0 en presencia de NaCl y después de calentarla a 85°C
durante 15 min.

La Fig. 12 muestra la termoestabilidad de una dispersién de proteina del suero de leche obtenida con un contenido
proteico del 4% a pH 7,0, en presencia de NaCl y después de calentarla a 85°C durante 15 min.

La Fig. 13 es una micrografia de MET con tincién negativa de una dispersion de micelas de proteinas del suero de
leche al 4% basada en polvo puro secado por pulverizacion de micelas de proteinas del suero de leche, tras su dis(]
persién a 50°C en agua desionizada.

La Fig. 14 es un grafico que muestra la distribucién de tamafio de las micelas obtenidas mediante el proceso de la
invencidn, utilizando un aislamiento de proteina del suero de leche Prolacta 90 al 4% a pH 5,9.

La Fig. 15 es una micrografia de MEB que muestra la estructura interna tras el corte de un granulo de polvo secado
por pulverizacion que se presenta en la Figura 8.

La Fig. 16 es una micrografia de MET con tincién negativa de una dispersion de micelas de proteinas del suero de
leche al 4% basada en polvo puro liofilizado de micelas de proteina del suero de leche tras su dispersién a temperal’]
tura ambiente en agua desionizada. La barra de escala es de 0,5 micrometros.

La Fig. 17 es una vision esquematica del recubrimiento de las WPM (del inglés, micelas de proteina del suero de
leche) con SBO (oleato de butilo sulfatado) bajo el aumento de la proporcién de mezclado a pH 3,0.

Circulo gris: WPM con cargas en superficie positivas. Punto negro + cola: cabeza cargada negativamente y cola
hidrofébica del SBO.

La Fig. 18 es una fotografia de un concentrado de micelas de proteina del suero de leche al 20% obtenido tras eval]
porizacion, al que se ha afiadido NaCl al 4%.

Descripcion detallada de la invencion

La presente invencion, en un aspecto, esta relacionada con postres congelados que incluyen micelas de proteina del
suero de leche

La Figura 7 es una representacion esquematica de las micelas de proteina del suero de leche en la que las proteil]
nas del suero de leche estan organizadas de tal manera que las partes hidréfilas de las proteinas estan orientadas
hacia la parte externa del aglomerado y las partes hidréfobas de las proteinas estan orientadas hacia el nacleo inter(!
ior de la micela. Esta configuracion energéticamente favorable ofrece una buena estabilidad a estas estructuras en
un ambiente hidrofilo.

La estructura especifica de la micela puede verse en las figuras, en concreto las figuras 3, 9, 10, 13 y 15. Las mice[]
las utilizadas en la presente invencion consisten esencialmente en aglomerados esféricos de proteina del suero de
leche desnaturalizada.

Debido a su caracter dual (hidréfilo e hidréfobo), este estado desnaturalizado de la proteina parece permitir la inter(]
accion con una fase hidréfoba, por ejemplo aire o una gota de agua, y con una fase hidréfila. Por consiguiente, las
micelas de proteina del suero de leche tienen unas propiedades emulsionantes y de espumado perfectas.

Ademas, las micelas pueden producirse de tal manera que tengan una distribucion de tamafio bien definida (ver Fig.
14), de forma que mas del 80% de las micelas producidas tienen un tamafio menor a 1 micra, preferiblemente entre
100 nm y 900 nm, mas preferiblemente entre 100-770 nm, y lo mas preferible entre 200 y 400 nm.

El diametro medio de las micelas puede determinarse utilizando un microscopio electrénico de transmision (MET).
Para llevar a cabo esta tarea, las muestras liquidas de las micelas se encapsulan en tubos de gel de agar. La fijacion
se logra mediante la inmersién en una solucion de glutaraldehido al 2,5% en tampén cacodilato 0,1 M, a pH 7,4 y
una post-fijacion mediante tetradxido de osmio al 2% en el mismo tampdn, conteniendo ambas soluciones rojo de
Rutenio al 0,04%. Tras la deshidratacion en una serie creciente de etanol (etanol 70, 80, 90, 96, 100%), las muestras
se incluyen en resina Spurr (Spurr/ etanol 1:1, 2:1, 100%). Después de la polimerizacion de la resina (70°C, 48
horas), se cortan secciones ultrafinas y semifinas con un ultramicrétomo Leica ultracut UCT. Las secciones ultrafil]
nas, tefiidas con acetato de uranilo acuoso y citrato de plomo, se examinan entonces mediante microscopia electrol]
nica de transmisién (Philips CM12, 80 kV).

Sin intencién de unirse a la teoria, se cree que durante la formacién de la micela, ésta alcanza un tamafio "maximo",
debido a la carga electrostatica global de la micela que repele cualquier molécula proteica adicional, de forma que la
micela ya no puede crecer mas en tamafio. Esto puede explicar la estrecha distribucion de tamafio que se observa
(véase la Fig. 14).
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Las micelas de proteina del suero de leche que se utilizan en la presente invencion se obtienen mediante el ajuste
del pH de una solucién desmineralizada de proteina del suero de leche nativa, que tiene un contenido en proteinas
del 0,1% en peso al 12% en peso en base al peso total de la solucién, a un valor entre 5,8 y 6,6 y el calentamiento
de la solucién a una temperatura de 82 a 89°C durante entre 10 segundos y 2 horas.

En la elaboracion de las micelas puede utilizarse como proteina del suero de leche cualquiera de los aislamientos o
concentrados de proteina del suero de leche disponibles en el mercado, es decir, proteina del suero de leche obtel]
nida mediante cualquier proceso para la preparacion de proteina del suero de la leche conocido en la materia, asi
como fracciones de proteina del suero de leche preparadas a partir de éstos o proteinas tales como B-lactoglobulina
(BLG), a-lactalbumina y seroalbumina. En particular, el lactosuero dulce obtenido como subproducto en la elaboral’
cion del queso, el lactosuero acido obtenido como subproducto en la elaboracién de caseina acida, el suero de leche
nativo obtenido mediante microfiltracion de leche o el suero de cuajo de leche obtenido como subproducto en la elal’]
boracién de caseina de cuajo pueden utilizarse como proteinas del suero de leche. La proteina del suero de leche
puede que provenga de una sola fuente o de una mezcla de cualquiera de las fuentes.

La fuente de la proteina del suero de leche nativa no se limita a los aislamientos de suero de leche de origen bovino,
sino que incluye aislamientos de suero de leche de todas las especies de animales mamiferos, tales como ovejas,
cabras, caballos y camellos. Ademas, puede aplicarse un proceso aqui descrito a preparados de suero de leche mil]
neralizados, desmineralizados o débilmente mineralizados. Se entiende como "débilmente mineralizado" cualquier
preparado de suero de leche tras la eliminacion de los minerales libres que son dializables y diafiltrables, pero que
mantiene minerales asociados a éste mediante mineralizacion natural tras la preparacion del concentrado o aislall
miento de la proteina del suero de leche, por ejemplo. Estos preparados "débilmente mineralizados" no han tenido
ningun enriquecimiento mineral especifico.

Las proteinas del suero de leche tienen una mejor relacion de eficiencia proteica (PER = 118) en comparacion con,
por ejemplo, la caseina (PER = 100). La PER es una medida de la calidad proteica que se evalua determinando en
qué medida esta proteina aporta un aumento de peso. Se puede calcular mediante la siguiente férmula:

PER = aumento de peso corporal (g) / ingesta de peso de proteinas

Ejemplos PER % caseina
Caseina 3,2 100
Huevo 3,8 118
Suero de leche 3,8 118
Soja entera 2,5 78
Gluten de trigo 0,3 9

Para producir micelas de proteina del suero de leche, las proteinas del suero de leche estan presentes en una solull
cién acuosa en una cantidad del 0,1% en peso al 12% en peso, preferiblemente en una cantidad del 0,1% en peso al
8% en peso, mas preferiblemente en una cantidad del 0,2% en peso al 7% en peso, ain mas preferiblemente en una
cantidad del 0,5% en peso al 6% en peso, lo mas preferible en una cantidad del 1% en peso al 4% en peso en base
al peso total de la solucion.

La solucion acuosa del preparado de proteina del suero de leche, tal y como se presenta antes del paso de miceli(]
zacion, también puede contener componentes adicionales, asi como subproductos de los respectivos procesos de
produccién de suero de leche, otras proteinas, gomas o carbohidratos. La solucién también puede contener otros
ingredientes alimenticios (grasa, carbohidratos, extractos vegetales, etc.). La cantidad de dichos componentes adill
cionales preferiblemente no excede el 50% en peso, preferiblemente el 20% en peso, mas preferiblemente no excell
de el 10% en peso del peso total de la solucion.

La proteina del suero de leche, asi como las fracciones y/o proteinas principales procedentes de la misma pueden
utilizarse tanto en su forma purificada como en forma de producto bruto. El contenido de cationes divalentes en la
proteina del suero de leche para la preparacion de micelas de proteina del suero de leche puede ser menor al 2,5%,
mas preferiblemente menor al 2%, aun mas preferiblemente menor al 0,2%. Lo mas preferible es que las proteinas
del suero de leche estén completamente desmineralizadas.

El pH y la fuerza ionica son factores importantes en la elaboracién de micelas de proteina del suero de leche. De
este modo, se ha descubierto que, de las muestras extensamente dializadas que estan practicamente desprovistas o
carentes de cationes libres, tales como Ca, K, Na y Mg, se obtiene cuajada cuando se realiza un tratamiento térmico
durante un periodo de tiempo de entre 10 s y 2 horas a un pH inferior a 5,4, mientras que a un pH superior a 6,8 se

produce proteina del suero de leche soluble (ver Figura 1). Asi pues, sélo se obtendran micelas de proteina del suel]
ro de leche que tengan un diametro de menos de 1 um dentro de esta ventana bastante estrecha de pH. Estas micel

las tendran una carga global negativa. También se puede obtener la misma forma de micela de forma simétrica por
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debajo del pH isoeléctrico, es decir, de 3,5 a 5,0, mas preferiblemente de 3,8 a 4,5, dando como resultado micelas
que estan cargadas positivamente (ver Figura 6).

Por lo tanto, con tal de obtener micelas cargadas positivamente, la micelizacién de las proteinas del suero de leche
puede llevarse a cabo en una solucién sin sales a un valor de pH ajustado entre 3,8 y 4,5 dependiendo del contenido
mineral de la fuente de proteina.

Preferiblemente, las micelas utilizadas en la presente invencion tendran una carga global negativa. El pH de la solul]
cion acuosa previa al calentamiento puede ajustarse a un rango que va de 6,3 a 9,0, para un contenido de cationes
divalentes comprendido entre el 0,2% y el 2,5% en el polvo de proteina del suero de leche.

Mas especificamente, para obtener micelas negativamente cargadas, el pH se ajusta a un rango de entre 5,6 y 6,4,
mas preferiblemente de entre 5,8 y 6,0 para un contenido bajo en cationes divalentes (por ejemplo, menos del 0,2%
del polvo inicial de proteina del suero de leche). El pH puede incrementarse hasta 8,4 dependiendo del contenido
mineral de la fuente de proteina del suero de leche (concentrado o aislamiento). En particular, el pH puede estar
entre 7,5 y 8,4, preferiblemente entre 7,6 y 8,0 para obtener micelas cargadas negativamente en presencia de gran(|
des cantidades de minerales libres, y el pH puede estar entre 6,4 y 7,4, preferiblemente entre 6,6 y 7,2 para obtener
micelas cargadas negativamente en presencia de cantidades moderadas de minerales libres. Como regla general,
cuanto mas alto sea el contenido de calcio y/o magnesio en el polvo inicial de proteina del suero de leche, mayor
sera el pH de micelizacion.

Para estandarizar las condiciones de formacién de micelas de proteina del suero de leche, lo mas preferible es des-
mineralizar mediante cualquiera de las técnicas conocidas de desmineralizacion (dialisis, ultrafiltracién, osmosis in[]
versa, cromatografia de intercambio i6nico...) cualquier fuente liquida de proteinas del suero de leche nativas con
una concentracién proteica que oscile entre la del lactosuero dulce, la del permeado de microfiltracion de leche o la
del lactosuero acido (0,9% de contenido proteico), hasta la de un concentrado con un 30% de contenido proteico. La
didlisis puede llevarse a cabo frente a agua (destilada, desionizada o blanda), pero como esto so6lo permitira la elimil]
nacion de los iones unidos débilmente a las proteinas del suero de leche, es mas preferible dializar contra un acido a
un pH inferior a 4,0 (organico o inorganico) para un mejor control de la composicion iénica de las proteinas del suero
de leche. Haciendo esto, el pH de la formaciéon de micelas de proteina del suero de leche estara por debajo de pH
7,0, mas preferiblemente estara comprendido entre 5,8 y 6,6.

Con anterioridad al calentamiento de la solucion acuosa de proteina del suero de leche, el pH generalmente se ajus(]
ta mediante la adicién de acido, el cual es preferiblemente de calidad alimentaria, tal como, por ejemplo, acido
clorhidrico, acido fosférico, acido acético, acido citrico, acido glucénico o acido lactico. Cuando el contenido mineral
es alto, el pH generalmente se ajusta mediante la adicién de una solucién basica, la cual es preferiblemente de calil
dad alimentaria, tal como hidréxido sédico, hidroxido potasico o hidréxido amoénico.

Alternativamente, si no se desea realizar el paso de ajuste de pH, es posible ajustar la fuerza iénica del preparado
de proteina del suero de leche manteniendo el pH constante. Entonces, la fuerza i6nica puede ajustarse mediante
iones organicos o inorganicos de tal forma que permita la micelizacion a un valor de pH constante de 7. La Figura 4
muestra que las micelas pueden formarse a un valor de pH constante de 7 mientras la fuerza idnica varia mediante
la adicién de 70-80mM de arginina HCI.

Ademas, se puede afiadir un tampoén a la soluciéon acuosa de proteina del suero de leche con el fin de evitar un
cambio sustancial en el valor de pH durante el tratamiento térmico de la proteina del suero de leche.

En principio, el tampdn puede seleccionarse de un sistema de tamponado de calidad alimentaria, es decir, acido
acético y sus sales, tales como, por ejemplo, acetato sédico o acetato potasico, acido fosforico y las sales del mis(]
mo, por ejemplo NaH2PO4, Na;HPO4, KH2PO4, K;HPO4, 0 acido citrico y las sales del mismo, etc.

El ajuste del pH y/o la fuerza idnica de la soluciéon acuosa da como resultado un proceso controlado que produce
micelas que tienen un tamafio de entre 100 nm - 900 nm, preferiblemente entre 100 - 700 nm, lo mas preferible entre
200 - 400 nm. Preferiblemente, la distribucién de las micelas que tienen dimensiones de entre 100 - 700 nm es malJ
yor al 80% cuando se lleva a cabo el proceso de micelizacion descrito en este apartado (ver Figura 14).

En un segundo paso del proceso para la formacién de micelas de proteina del suero de leche, la solucién acuosa
inicial de proteina del suero de leche se somete a tratamiento térmico. En este sentido, se ha encontrado que para
obtener micelas de proteina del suero de leche es importante tener una temperatura en un rango de entre 82 y 89°C,
mas preferiblemente de entre 84 y 87°C, lo mas preferible a unos 85°C.

Una vez se alcanza la temperatura deseada, se mantiene la solucion acuosa de proteina del suero de leche a esta
temperatura durante un minimo de 10 segundos y un maximo de 2 horas. Preferiblemente, el periodo de tiempo dul]
rante el cual se mantiene la solucién acuosa de proteina del suero de leche a la temperatura deseada oscila entre 12
y 25 minutos, més preferiblemente entre 12 y 20 minutos, o lo mas preferible alrededor de 15 minutos.
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El tratamiento térmico también puede llevarse a cabo en un horno microondas o cualquier aparato similar que permil]
ta el calentamiento mediante microondas con una proporcion tiempo/ cantidad de 10 s/ 10 mL para una solucién pro(]
teica al 4% en peso calentada en un aparato de 1500 W hasta la temperatura de ebullicién (98°C a una altura de 833
m). También puede utilizarse un proceso continuo mediante adicion de 8 o mas magnetrones alrededor de un tubo
de vidrio potencialmente prolongado por un tubo de retencién para aumentar el tiempo de incubacion.

Tal y como se muestra en la Figura 2, las mediciones de turbidez son una indicacion de la formacién de micelas. La
turbidez medida mediante absorbancia a 500 nm puede ser al menos de 3 unidades de absorbancia para la solucién
proteica al 1%, pero puede alcanzar 16 unidades de absorbancia cuando el rendimiento de la micelizacién esta por
encima del 80% (ver Figura 2).

Para ilustrar ain mas el efecto de la formacién de micelas desde un punto de vista fisicoquimico, una dispersion de
Bipro® al 1% en peso se calentd durante 15 minutos a 85°C a pH 6,0 y 6,8 en agua Milli-Q. El diametro hidrodinami(]
co de los agregados obtenidos tras el tratamiento térmico fue medido mediante dispersiéon dinamica de la luz. El pel]
so molecular aparente de los agregados fue determinado mediante dispersion estatica de la luz utilizando la denol’
minada representacion Debye. La hidrofobicidad de superficie fue analizada utilizando la sonda hidréfoba ANS y los
grupos tiol libres accesibles mediante el método DTNB, utilizando cisteina como el aminoacido estandar. Finalmente,
la morfologia de los agregados fue estudiada mediante tincion negativa en el MET. Los resultados se presentan en
la tabla 1.

Tabla 1: Propiedades fisicoquimicas de los agregados solubles de proteina del suero de leche obtenidos mediante
el tratamiento térmico (85°C, 15 min.) de una dispersién de proteinas al 1% mim en presencia o ausencia de NaCl.

pH ) Diérne’trq Peso molecl:.llar Morfologia I-potencial Hidrofobicidad Grupos SH
hidrodinamico M,, (x 1? de superficie accesibles
(nm) g.mol”) proteica (hmol SH.mg"!

(Mg.mmol! ANS) prot.)

Agregados

6,0 120,3+9/1 27,02 +£8,09 d -318+08 1054 35+04
lineales
de micelas
6,8 562+46 0,64 £0,01 esféricas 279+1.2 2008 68+05

A partir de la tabla 1, queda claro que las micelas de proteina del suero de leche que fueron formadas a pH 6,0 per(J
miten que la proteina disminuya su hidrofobicidad de superficie ANS especifica en un factor de 2, en comparacion
con la proteina del suero de leche no micelizada, calentada en las mismas condiciones, pero a pH 6,8. La formacién
de la micela también puede observarse mediante el gran peso molecular de 27 x 10° g.mol'1, en comparacion con
0,64 x 10° g.mol'1 para las proteinas no micelizadas, indicando un estado de la materia muy condensado en el inter(]
ior de la micela (poca cantidad de agua). Curiosamente, el potencial  de las micelas es incluso mas negativo que el
de las proteinas no micelizadas, ain cuando estas ultimas han sido formadas a un pH mas basico que las micelas.
Esto es resultado de la superficie mas hidréfila de las micelas que esta expuesta al disolvente. Finalmente, debe
observarse que la reactividad del tiol de las micelas es mucho menor que la de las proteinas no micelizadas a causa
de la diferencia de pH en el tratamiento térmico.

Se ha encontrado que el rendimiento de la conversién de proteina del suero de leche nativa a micelas disminuye
cuando la concentracién inicial de proteina se aumenta antes del ajuste de pH y del tratamiento térmico. Por ejem[]
plo, cuando se comienza con un aislamiento de proteina del suero de leche Prolacta 90 (lote 673 de Lactalis), el
rendimiento de la formacion de micelas de proteina del suero de leche desciende desde el 85% (cuando se comien(]
za con un 4% de proteinas) al 50% (cuando se comienza con un 12% de proteinas). Con tal de maximizar la formar]
cion de micelas de proteina del suero de leche (> 85% del contenido inicial de proteina), puede que sea mejor col]
menzar con una solucién acuosa de proteina del suero de leche que tenga una concentracion de proteinas inferior al
12%, preferiblemente inferior al 4%. Dependiendo de las aplicaciones finales que se deseen, la concentracion de
proteina puede ajustarse antes del tratamiento térmico para lograr el rendimiento 6ptimo de micelas de proteina del
suero de leche.

Las micelas de proteina del suero de leche obtenibles de acuerdo con el proceso descrito en este apartado deberan
tener un tamafo con un diametro inferior a 1 uym, preferiblemente de 100 a 990 nm, mas preferiblemente de 100 a
700 nm, lo mas preferible de 200-400 nm.

Dependiendo de la aplicaciéon deseada, el rendimiento de micelas puede ser de al menos un 50%, preferiblemente al
menos un 80%, y los agregados solubles residuales o contenido de proteina soluble seran preferiblemente inferiores
al 20%. El tamafio medio de las micelas se caracteriza por un indice de polidispersién por debajo de 0,200. Como
consecuencia, las micelas pueden observarse como una suspension blanca que es estable y que tiene una aparien(’
cia lactea en un gran rango de pH 2-8. Se ha observado que las micelas de proteina del suero de leche podrian for(]
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mar agregados alrededor de un pH de 4,5, pero sin ninguna sefial de separacion de fases macroscopica tras al me(]
nos 12 horas a 4°C.

La pureza de las micelas de proteina del suero de leche puede obtenerse mediante la determinacién de la cantidad
de proteina soluble residual. Se eliminan las micelas mediante centrifugacion a 20°C y 26.900 g durante 15 min. El
sobrenadante se utiliza para determinar la cantidad de proteina en cubetas de cuarzo a 280 nm (paso de luz de 1
cm). Los valores se expresan como un porcentaje del valor inicial anterior al tratamiento térmico.

Proporcion de micelas = (Cantidad inicial de proteinas — cantidad de proteinas solubles) / Cantidad inicial de
proteinas

Las micelas de proteina del suero de leche obtenidas segun el proceso de micelizacién aqui descrito no han sido
sometidas a estrés mecanico alguno que llevase a la reduccion del tamafo de las particulas durante su formacion.
Este método induce la micelizacién espontanea de las proteinas del suero de leche durante el tratamiento térmico en
ausencia de cizallamiento.

Las micelas de proteina del suero de leche utilizadas en la presente invencidon pueden producirse de acuerdo con el
proceso descrito en este apartado aunque no se limitan a éste.

Las micelas de proteina del suero de leche pueden utilizarse como tal en el postre congelado de la presente invenl]
cién. Estas también pueden utilizarse en forma de concentrado de micelas de proteina del suero de leche o un polvo
de las mismas. Ademas las micelas de proteina del suero de leche pueden rellenarse con un componente activo.
Adicionalmente, las micelas de proteina del suero de leche (puras o rellenadas con un componente activo) pueden
recubrirse con un emulsionante tal como, por ejemplo, fosfolipidos u otros agentes de recubrimiento tales como la
goma de acacia, con tal de modular la funcionalidad y el gusto de las micelas de proteina del suero de leche. Prefe(]
riblemente, el recubrimiento es un emulsionante seleccionado de entre oleato de butilo sulfatado, ésteres del acido
diacetiltartarico de mono- y diglicéridos, ésteres del acido citrico de monoglicéridos, lactilatos de estearoilo y mezclas
de los mismos. La Fig. 17 es una representacion esquematica de dicho recubrimiento con oleato de butilo sulfatado.

Asi, la dispersion de micelas de proteina del suero de leche obtenida tras el tratamiento térmico puede concentrarse
para producir un concentrado de micelas de proteina del suero de leche.

La concentracion de las micelas de proteina del suero de leche puede llevarse a cabo por ejemplo mediante evapol]
racion, centrifugacion, sedimentacion o microfiltracion.

La evaporacién puede llevarse a cabo en las micelas mediante la introduccion de las micelas de proteina del suero
de leche, obtenidas tras el tratamiento térmico, en un evaporador al vacio, a una temperatura de entre 50°C y 85°C.
Generalmente, el producto resultante tendra el aspecto de un gel o una crema, tal y como se muestra en la Figura
18. El concentrado de proteina obtenido mediante la evaporacién tiene una textura cremosa y semisdlida, y puede
ser texturizado en una textura untable mediante acidificacién utilizando acido lactico. Esta textura liquida, cremosa y
pastosa puede utilizarse para preparar postres congelados acidos, dulces, salados, aromaticos y ricos en proteinas.

La centrifugacion puede llevarse a cabo con una tasa de aceleracion alta (mas de 2000 g) o una tasa de aceleracion
baja (menos de 500 g) tras la acidificacion de la dispersion de micelas de proteina del suero de leche a un pH infell
rior a 5, preferiblemente 4,5.

La sedimentacion espontanea puede también llevarse a cabo sobre la dispersién de micelas de proteina del suero
de leche mediante acidificacién. Preferiblemente, el pH sera de 4,5 y el tiempo de sedimentaciéon superior a 12
horas.

Preferiblemente, la concentracion de las micelas de proteina del suero de leche puede lograrse mediante microfiltrall
cion de la dispersion de micelas. Esta técnica de enriquecimiento no sélo permite concentrar las micelas de proteina
del suero de leche mediante la eliminacion del disolvente, sino que también permite la eliminaciéon de la proteina no
micelizada (como proteinas naturales o agregados solubles). De este modo, el producto final solamente consiste en
micelas (tal y como se comprueba mediante microscopia electrénica de transmision — véanse las figuras 9 y 10). En
este caso, el factor de concentracidon que se puede alcanzar se obtiene después de que la tasa de flujo inicial de
permeado a través de la membrana ha caido hasta el 20% de su valor inicial.

El concentrado de proteina del suero de leche asi obtenido puede tener una concentracion de, al menos, un 12%.
Mas aun, el concentrado puede contener al menos un 50% de la proteina en forma de micelas. Preferiblemente, al
menos un 90% de la proteina estara en forma de micelas.

Es interesante tener en cuenta que si el concentrado se ajusta a un contenido de proteina del 10%, éste tiene la cal’
pacidad de soportar un tratamiento térmico subsiguiente a 85°C durante 15 min. a pH 7,0 en presencia de, por
ejemplo, hasta 0,15 M de cloruro sédico, tal y como se muestra en la Figura 11. A modo de comparacion, una dis[]
persion de proteina nativa del suero de leche (Prolacta90, lote 500658 de Lactalis) forma un gel en presencia de 0,1
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M de cloruro sédico a una concentracion proteica de tan solo el 4% (véase la Figura 12). La elevada estabilidad de la
estructura de la micela se preserva asi durante el paso de concentracion.

El concentrado puede utilizarse tal cual o diluido, dependiendo del postre congelado de que se trate.

Por ejemplo, el concentrado de micelas de proteina del suero de leche, en sus formas liquida o desecada, puede
diluirse hasta un contenido de proteina del 9%, como en la leche condensada y dulce. Pueden afiadirse minerales
de la leche, lactosa y sacarosa a fin de que el producto final tenga un perfil nutricional similar al de la leche, pero con
so6lo proteina del suero de leche como fuente proteica. Esta mezcla a base de proteina del suero de leche es mas
estable que la leche condensada dulce frente a la reaccién de Maillard (basada en la velocidad de desarrollo de un
color marrén) cuando se incuba durante 2 horas a 98°C (temperatura de ebullicion del agua a una altura de 833m).

La forma de polvo desecado de micelas de proteina del suero de leche puede obtenerse mediante cualquiera de las
técnicas conocidas, tales como el secado por pulverizacion, la liofilizacion, los rodillos de secado, etc. De este modo,
las micelas de proteina del suero de leche pueden secarse por pulverizacion o por liofilizaciéon con o sin la adicion de
mas ingredientes, y pueden utilizarse como sistema de liberacion o como componente para emplearse en la elabol’
racion del postre congelado de la presente invencion.

La Figura 8 muestra un polvo obtenido mediante secado por pulverizacion, sin adicion de ningun otro ingrediente,
que tiene un tamafio medio de diametro de particula mayor a 1 micra, debido a la agregacién de las micelas que
ocurre durante el secado por pulverizacién. Tal polvo de proteina del suero de leche con un tamafio medio mayor a 1
micra puede utilizarse en el postre congelado de la presente invencion. El diametro de la mediana del volumen (D43)
promedio tipico de este polvo se encuentra entre las 45 y las 55 micras, preferiblemente 51 micras. El diametro de la
mediana de la superficie (D32) del polvo de micelas de proteina del suero de leche esté preferiblemente entre 3 y 4
micras, y mas preferiblemente es de 3,8 micras.

El contenido de humedad del polvo obtenidos tras el secado por pulverizacion preferiblemente es inferior al 10% y
mas preferiblemente menor al 4%.

Un polvo de micelas de proteina del suero de leche producido mediante secado por pulverizacién, con o sin adicion
de mas ingredientes, puede contener al menos un 35% de micelas de proteina del suero de leche, y hasta al menos
un 80% de micelas de proteina del suero de leche.

El polvo de micelas de proteina del suero de leche tiene una elevada capacidad de union con disolventes tales como
agua, glicerol, etanol, aceites etc. La capacidad de unién del polvo al agua es de al menos un 50%, preferiblemente
de al menos un 90%, lo mas preferible de al menos un 100%. Para los disolventes como el glicerol y el etanol, la
capacidad de unién es de al menos un 50%. Para los aceites, es de al menos un 30%. Esta propiedad permite que
los polvos puedan ser pulverizados o rellenados con agentes activos adicionales, y puedan utilizarse en los postres
congelados de la presente invencion.

Dichos agentes activos pueden ser seleccionados de entre vitaminas, minerales, antioxidantes, acidos grasos polil]
insaturados, péptidos, extractos vegetales, hidrolizados de proteinas, bioactivos, aromas, edulcorantes, azucares,
polisacaridos, sacarosa, suplementos, productos farmacéuticos, farmacos, componentes cosméticos, componentes
sensibles al calor, la radiacion UV, la luz, el oxigeno, los metales, la humedad, la temperatura, etc. Los agentes actil
vos pueden ser componentes inestables tales como los polifenoles (procedentes del café, té verde, etc.), licopeno y
otros carotenoides. Estos pueden incluir componentes tales como la cafeina, hesperidinas, sales solubles o insolul]
bles, bacterias probidticas, colorantes, maltodextrinas, grasas, emulsionantes, ligandos etc.

Los agentes activos pueden estar incluidos en el polvo en una cantidad de entre 0,1 - 50%. De este modo, el polvo
puede actuar como transportador para esos ingredientes funcionales. Esto presenta la ventaja que, por ejemplo, la
percepcion de la amargura de la cafeina se reduce cuando los polvos de micelas de proteina del suero de leche se
rellenan con cafeina como agente activo y se utilizan en, por ejemplo, un postre congelado cafeinado.

Pueden mezclarse ingredientes adicionales con el concentrado de micelas de proteina del suero de leche con antel]
rioridad al secado por pulverizacion. Estos incluyen sales solubles o insolubles, bacterias probidticas, colorantes,
azucares, maltodextrinas, grasas, emulsionantes, edulcorantes, aromas, extractos vegetales, ligandos o bioactivos
(cafeina, vitaminas, minerales, farmacos...) y cualquier mezcla de los mismos. Los polvos de micelas de proteina del
suero de leche resultantes incluyen micelas de proteina del suero de leche e ingredientes adicionales en una pro(]
porcion de peso de entre 1:1 y 1:1000. En este caso, el polvo de micelas de proteina del suero de leche obtenido
puede también actuar como transportador de agentes activos en el postre congelado de la invencion.

Dicho polvo se caracteriza por tener una fluidez muy alta. Por ejemplo, este polvo se comporta casi como un liquido
y presentan la ventaja de poder utilizarse y transferirse facilmente. El angulo de reposo de este polvo es preferiblel]
mente inferior a 35°, méas preferiblemente inferior a 30°. Dicho bajo angulo de reposo permite que el polvo de la prel]
sente invencion se utilicen como agentes fluidificantes en la industria alimentaria, por ejemplo.
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Una caracteristica importante de estos polvos de micelas de proteina del suero de leche es que se conserva la es(]
tructura micelar basica de las proteinas del suero de leche. La Figura 15 muestra un grano de polvo de proteina del
suero de leche que ha sido seccionado, y en el que se pueden observar micelas individuales de proteina del suero
de leche. Ademas, la estructura de la micela puede reconstituirse facilmente en disolventes. Se ha demostrado que
el polvo obtenido de concentrado de micelas de proteina del suero de leche puede volver a dispersarse en agua a
temperatura ambiente o 50°C. El tamafio y la estructura de las micelas de proteina del suero de leche estan complel]
tamente conservados en comparacion con el concentrado inicial. Por ejemplo, en la Figura 13, el concentrado de
proteina del suero de leche que se seco por pulverizacion a una concentracion de proteina del 20% se ha vuelto a
dispersar en agua desionizada a 50°C a una concentracion de proteina del 50%. La estructura de las micelas se ha
demostrado mediante MET y se puede comparar en la Figura 10. Se obtuvieron unas micelas con una forma similar.
Se encontré que el diametro de las micelas era de 315 nm mediante dispersiéon dinamica de la luz con un indice de
polidispersion de 0,2. La Figura 16 también muestra la dispersion de un polvo de micelas de proteina del suero de
leche liofilizado, en el que las micelas estan reconstituidas.

El hecho de que, tras la reconstitucion del polvo secado por pulverizacién o liofilizado, se observaran en solucion
micelas de proteina del suero de leche y tan sélo una pequefia fraccién agregada confirma que las micelas de pro(]
teina del suero de leche son fisicamente estables en relacién al secado por pulverizacion, el liofilizado, etc.

Las micelas de proteina del suero de leche utilizadas en la presente invencion, en cualquiera de las formas expues(]
tas en este apartado, han demostrado ser ideales para su utilizacion como emulsionante, sustituto de grasa, sustitulJ
to de caseina micelar o agente espumante, ya que son capaces de estabilizar la grasa y/o el aire en un sistema
acuoso durante un periodo prolongado de tiempo.

La estabilidad de la espuma se muestra en la Figura 5, la cual compara la utilizacién de proteina del suero de leche
no micelar frente a proteina del suero de leche micelar.

De este modo, las micelas de proteina del suero de leche pueden utilizarse como agente emulsionante, para lo que
este material es ideal, ya que posee un gusto neutral y no se crea un sabor desagradable mediante la utilizaciéon de
dicho material. También pueden utilizarse como sustitutos de caseina micelar.

Ademas, las micelas de proteina del suero de leche estan en una condicion en la que sirven como agente blanqueal]
dor, de forma que se pueden cumplir varias tareas con un solo compuesto. El poder blanqueador del concentrado se
incrementa en gran medida en comparacion con los polvos de proteina nativa. Por ejemplo, el poder blanqueador de
4 mL de un concentrado de micelas de proteina del suero de leche al 15% equivale a 0,3% de 6xido de titanio en
100 mL de una taza de café soluble al 2%.

Del mismo modo que aumenta el poder blanqueador de sistemas lacteos con un mismo contenido de proteina total,
también puede reducir el contenido de grasa en una matriz alimentaria. Esta caracteristica representa una ventaja
particular de la utilizacion de micelas de proteina del suero de leche, ya que permite que se produzcan postres con(]
gelados con un bajo contenido de grasas.

Ademas, las micelas de proteina del suero de leche pueden utilizarse o bien solas o junto a otros materiales activos,
tales como polisacaridos (por ejemplo, goma de acacia o carragenanos) para estabilizar las matrices y, por ejemplo,
matrices de espuma lactea. Debido a su sabor natural, su poder blanqueador y su estabilidad tras el tratamiento
térmico, las micelas de proteina del suero de leche pueden utilizarse para incrementar la blancura de la leche des-
cremada y la sensacién que produce en la boca.

Como el suero de leche es un material disponible en abundancia, su uso reduce el coste de los productos que rel]
quieran un agente emulsionante, de relleno, blanqueador o espumante, a la vez que afade valor nutricional Es mas,
las micelas utilizadas en la presente invencién tienen una proporcién de eficiencia proteica de al menos 100, preferil]
blemente de al menos 110, lo que las convierte en ingredientes nutricionales importantes.

En consecuencia, las micelas de proteina del suero de leche pueden utilizarse en cualquiera de las formas descritas
en este apartado para la preparacién de cualquier tipo de postre congelado de acuerdo con la presente invencion,
tales como, por ejemplo, helados, batidos de leche, batidos de frutas, sorbetes, helados de hielo, mellorine, helado
cremoso, etc.

Las micelas de proteina del suero de leche ademas ofrecen la ventaja excepcional de poder obtener productos pas!|
teurizados enriquecidos con proteinas a concentraciones que previamente no podian alcanzarse. De este modo, se
pueden obtener postres congelados que contengan mas de un 6% de proteina, preferiblemente mas de un 10% de
proteina. Adicionalmente, se puede obtener una variedad mas amplia de productos bajos en grasas, ya que las mi-
celas de proteina del suero de leche pueden actuar como sustitutos de grasa mientras se mantiene la estructura,
textura y propiedades organolépticas deseadas.

De acuerdo con esto, las micelas de proteina del suero de leche pueden estar incluidas en el postre congelado pas(]
teurizado de la presente invencion. Un postre congelado pasteurizado, segun la presente invencion, tiene un contel
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nido alto en proteinas, preferiblemente de mas del 6%. Debido a la presencia de micelas de proteina del suero de
leche, que en comparacién con las proteinas nativas son muy estables durante su procesado, se pueden obtener
postres congelados pasteurizados altos en proteinas, los cuales no pueden realizarse utilizando las fuentes de prol]
teina descritos anteriormente.

De este modo, de acuerdo con otras realizaciones, la invencion proporciona un postre congelado que tiene un con(]
tenido de proteina mayor al 8%, del que al menos una parte de las proteinas estén presentes en forma de micelas
de proteina del suero de leche. Preferiblemente, el contenido de proteina es superior al 10% del peso, mas preferil]
blemente superior al 12%, atin mas preferiblemente superior al 14%, lo mas preferible superior al 16%.

En los postres congelados de la invencion, las proteinas proporcionan al menos del 15% al 30% de la energia, las
grasas proporcionan entre un 0% y un 45% de la energia, y los carbohidratos proporcionan entre un 25% y un 85%
de la energia. Preferiblemente el valor calérico de las grasas es menor al 35%, mas preferiblemente inferior al 25%,
aun mas preferiblemente inferior al 20%, lo mas preferible inferior al 10%. Al menos un 50% del contenido total de
proteinas es proporcionado por micelas de proteina del suero de leche.

Las micelas de proteina del suero de leche utilizadas en los postres congelados de la presente invencion pueden
proporcionarse en forma de suspension, de concentrado o de polvo, habiéndose descrito todas estas formas con
anterioridad. Las micelas de proteina del suero de leche pueden tener un tamafio medio menor a 1 micra, preferil]
blemente entre 100 - 900 nm. Si se utiliza polvo de micelas de proteina del suero de leche, este puede tener un tall
mafo medio mayor a 1 micra. Ademas, el polvo de micelas de proteina del suero de leche puede actuar como trans(]
portador o vehiculo de liberacion de agentes activos.

Las micelas de proteina del suero de leche o los polvos de las mismas pueden ademas estar recubiertos con un
emulsionante tal como, por ejemplo, los fosfolipidos u otros agentes de recubrimiento tales como la goma de acacia,
a fin de modular la funcionalidad y el sabor de las micelas de proteina del suero de leche. Preferiblemente, el recu
brimiento es un emulsionante seleccionado de entre oleato de butilo sulfatado, ésteres del acido diacetiltartarico de
mono- y diglicéridos, ésteres del acido citrico de monoglicéridos, lactilatos de estearoilo y mezclas de los mismos. La
Fig. 17 es una representacion esquematica de dicho recubrimiento con oleato de butilo sulfatado.

Los postres congelados de la presente invencion pueden ser cualquiera de los postres congelados seleccionados de
entre helados, batidos de leche, sorbetes, mellorine, batidos de fruta, helados de hielo, helados cremosos, etc. Estos
pueden estar aireados. Cuando se airean, pueden experimentar un crecimiento del 20% al 200%, preferiblemente
del 70% al 150%, dependiendo del postre congelado deseado.

El postre congelado puede contener grasa de leche, uno o mas tipos de grasa vegetal o mezclas de las mismas.
Alternativamente, puede no contener grasa.

De acuerdo con la realizacion de la presente invencién, se proporciona un postre congelado pasteurizado que tiene
mas de un 6%, preferiblemente més de un 8%, lo mas preferible mas de un 10% de contenido de proteinas y un val]
lor de pH esencialmente neutro, preferiblemente entre 6 y 8, en el que el valor calérico de las grasas es menor al
45%. Preferiblemente, el contenido de proteinas esta compuesto esencialmente de proteinas del suero de leche. Las
proteinas del suero de leche estan, al menos parcialmente, presentes en forma de micelas de proteina del suero de
leche.

De acuerdo con una realizacion preferible, el valor caldrico de las grasas del postre congelado es inferior al 35%,
preferiblemente inferior al 25%, ain mas preferible inferior al 15%, lo mas preferible inferior al 10%. Preferiblemente,
el postre congelado incluye algunas grasas.

El contenido de proteina del suero de leche es preferiblemente superior al 12%, mas preferible superior al 14%, aun
mas preferible superior al 16%, y lo mas preferible superior al 18%.

Un helado pasteurizado congelado de la invencion tiene al menos un 8% de su peso en proteinas, de un 15% a un
28% en carbohidratos, y de un 3% a un 7% en grasa.

Preferiblemente, el helado tiene un contenido en proteinas superior al 10%, preferiblemente superior al 12%, un con(]
tenido en carbohidratos del 10% al 26% y un contenido en grasas del 4% al 6%.

Al menos, una parte del contenido de proteinas en el helado de la presente invencion esta presente en forma de
micelas de proteina del suero de leche.

De acuerdo con esto, la utilizacion de micelas de proteina del suero de leche en un postre congelado forma parte de

la presente invencion. Preferiblemente, dichas micelas de proteina del suero de leche constituyen al menos un 50%
de contenido total de proteinas del postre congelado.
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El perfil nutricional de los postres congelados de la presente invencion puede compararse con el de un vaso de lel]
che (cuando se expresa en niumeros absolutos y/o en porcentajes).

De este modo, la invencion proporciona nuevos postres congelados que son nutritivos y que pueden consumirse
como un aperitivo saludable de forma diaria.

Debido a la presencia de las micelas de proteina del suero de leche, el postre congelado de la presente invencion
tendra unas buenas cualidades organolépticas, una textura cremosa, a la vez que sera nutricionalmente equilibrado.
Puede ademas contener otros agentes beneficiosos para la salud, tales como vitaminas, minerales, probiéticos, etc.

En la elaboracién de los postres congelados de la presente invencion, se lleva a cabo un primer paso consistente en
mezclar una combinacion de ingredientes incluyendo micelas de proteina del suero de leche, concentrados de las
mismas o polvo de las mismas. Las micelas de proteina del suero de leche preferiblemente tienen un tamafio medio
de entre 100 nm - 900 nm. Si se utiliza polvo de micelas de proteina del suero de leche, el tamafio medio de dicho
polvo es preferiblemente mayor a 1 micra.

Preferiblemente, el contenido de micelas de proteina del suero de leche en la mezcla, basandose en la materia seca,
sera de entre el 10-40%, preferiblemente, entre el 15-35%, mas preferiblemente del 30%. De este modo, el postre
congelado producido puede tener un contenido de proteinas mayor al 6%, y preferiblemente mayor al 8%.

Los otros ingredientes de la mezcla pueden ser cualquiera de los ingredientes utilizados en la elaboracion de postres
congelados, tales como sélidos no grasos lacteos (SNGL), emulsionantes, azlcares, fuentes de grasa, aromas, es!(|
tabilizadores, inclusiones, etc.

Luego se pasteuriza la mezcla a una temperatura de entre 80°C y 87°C durante un periodo de tiempo de al menos
10 s. Preferiblemente, la pasteurizacion se lleva a cabo a un valor de pH esencialmente neutro, por ejemplo, de en(|
tre 6 y 8. La pasteurizacion también puede llevarse a cabo a un pH moderadamente acido, por ejemplo, de entre 4 y
6 si se afiade fruta nativa (pulpa o0 zumo) a la mezcla. Opcionalmente, se puede afiadir una mezcla acida a base de
fruta tras la pasteurizacion.

La mezcla pasteurizada puede entonces homogenizarse anteriormente a la congelacion a una temperatura de 50°C.
Tras la homogenizacion, la mezcla también puede dejarse madurar o "envejecer" hasta durante 24 horas previas a la
congelacion.

El postre congelado basado en micelas de proteina del suero de leche puede entonces asociarse a una capa a base
de fruta, en un postre congelado de dos capas, o puede incluir un recubrimiento a base de fruta.

De este modo, el postre congelado producido tendra preferiblemente un contenido de proteinas mayor al 6%, mas
preferiblemente mayor al 8%.

Mediante el proceso de la invencion, se obtendran postres congelados que tienen un alto contenido en proteinas,
excelentes cualidades organolépticas y un perfil nutricional equilibrado.

En la presente invencion, cualquier descripcidn de lista de ingredientes pretende describir cualquiera de las posibles
combinaciones de dichos ingredientes, en cualquier proporcion posible.

Los ejemplos siguientes describen la presente invencion sin ser limitantes para ésta.
Ejemplos

Los ejemplos siguientes describen la preparacion de micelas que pueden utilizarse opcionalmente en el contexto de
la presente invencion.

Ejemplo 1: Micelizacién de la B-lactoglobulina

La B-lactoglobulina (lote JE002-8-922, 13-12-2000) se obtuvo de Davisco (Le Sueur, MN, EEUU). La proteina se
purifico a partir de lactosuero dulce mediante ultrafiltracion y cromatografia de intercambio iénico. La composicion del
polvo es de un 89,7% de proteinas, un 8,85% de humedad, un 1,36% de ceniza (0,079% de Ca?*, 0,013% de Mg”,
0,097% de K', 0,576% de Na®, 0,050% de CI). El resto de reactivos utilizados eran de calidad analitica (Merck
Darmstadt, Alemania).

La solucién de proteinas se prepar6 a una concentracion del 0,2% mediante disoluciéon de B-lactoglobulina en agua
MilliQ® (Millipore), y agitacion a 20°C durante 2 h. Entonces se ajusto el pH de las alicuotas a 5,0, 5,2, 5,4, 5,6, 5,8,
6,0, 6,2, 6,4, 6,6, 6,8, 7,0 mediante la adicion de HCI. Se llenaron frascos de vidrio de 20 mL (Agilent Technologies)
con las soluciones y se sellaron con cdpsulas de aluminio que contenian un sellado de silicona/ PTFE. Se calentaron
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las soluciones a 85°C durante 15 min. (tiempo en que se alcanza la temperatura, 2,30 - 3,00 min.). Tras el tratamien(]
to térmico, las muestras se enfriaron en agua helada hasta los 20°C.

El aspecto visual de los productos (Figura 1) indica que el pH 6ptimo de micelizacion es de 5,8.
Ejemplo 2: Micelizacién de un aislamiento de proteina del suero de leche

El aislamiento de proteina del suero de leche (WPI, del inglés whey protein isolate) (Bipro®, lote JE032-1-420) se
obtuvo de Davisco (Le Sueur, MN, EEUU). La composicién del polvo se describe en la Tabla 2.

La solucién de proteinas se prepar6 al 3,4% de proteinas mediante disolucién del polvo de proteina del suero de
leche en agua MilliQ® (Millipore), y agitacién a 20° C durante 2 h. El pH inicial fue de 7,2. Entonces se ajusto el pH
de las alicuotas a 5,6, 5,8, 6,0, 6,2, 6,4 y 6,6 mediante la adicion de HC1 0,1N.

Se llenaron frascos de vidrio de 20 mL (Agilent Technologies) con las soluciones y se sellaron con capsulas de alull
minio que contienen un sellado de silicona/ PTFE. Se calentaron las soluciones a 85°C durante 15 min. (tiempo en
que se alcanza la temperatura, 2,30 - 2,50 min.). Tras el tratamiento térmico, las muestras se enfriaron en agua
helada hasta los 20°C.

La turbidez de las proteinas del suero de leche calentadas se ha determinado a 500 nm y 25°C, las muestras se dill
luyeron para permitir la medicién en el rango de 0,1 - 3 unidades de absorbancia (Espectrofotémetro Uvikon 810,
Kontron Instrument). Los valores se calcularon para una concentracion inicial de proteinas del 3,4%.

Se considerd que tras la estabilizacion de la absorbancia se habia alcanzado el pH de micelizacion (menos de un
5% de variacion respecto al valor inicial), medida a 500 nm durante un intervalo de 10 minutos para la misma mues!(]
tra, tal y como se ilustra en la Figura 2. Para este producto, el pH 6ptimo de micelizacién fue de 6,0 a 6,2. Para este
pH, ajustado antes del tratamiento térmico, la turbidez estable fue de 21 y las proteinas residuales solubles, evaluall
das mediante absorbancia a 280 nm tras la centrifugacion, fueron un 1,9%. Podemos concluir que el 45% de las prol(]
teinas iniciales se transformaron en micelas a pH 6,0.

Tabla 2: Composicion de los WPI y caracteristicas de la muestra tras la micelizacion

Proveedor Davisco
Nombre del producto Bipro
Numero de lote JE 032-1-420
Composicion (mg/ 100 g)

Sodio 650
Potasio 44
Cloruro*10 si < 40 10
Calcio 82
Fosforo 49
Magnesio 6

pH inicial 7,2

pH de micelizacion 6,0
Turbidez (500 nm) para un 3,4% de proteina en solucion 21
Proteina soluble residual (%) mediante absorbancia a 280 nm 1,9

Ejemplo 3: Observacion microscépica de las micelas
Produccion de las micelas:
La solucién de proteinas se prepard a un 2% de proteinas mediante disolucion del polvo de proteina del suero de

leche (WPI 90 lote 989/2, Lactalis, Retier, Francia) en agua MilliQ® (Millipore), y agitacién a 20°C durante 2h. Enton!J
ces se ajustaron los pH de las alicuotas utilizando HCI 0,1 N o NaOH 0,1 N.
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Se llenaron frascos de vidrio de 20 mL (Agilent Technologies) con las soluciones y se sellaron con capsulas de alul]
minio que contenian un sellado de silicona/ PTFE. Se calentaron las soluciones a 85°C durante 15 min. (tiempo en
que se alcanza la temperatura, 2,30 - 2,50 min.). Tras el tratamiento térmico, las muestras se enfriaron en agua
helada hasta los 20°C. Para este producto, el pH 6ptimo de micelizaciéon fue de 7 ,4.

Observaciones microscopicas:

Se encapsularon las muestras liquidas de micelas en tubos con gel de agar. La fijacion se logré mediante la inmer!|

sion en una solucion de glutaraldehido al 2,5% en tampdn cacodilato 0,1 M a un pH de 7,4, y la post-fijacion se llevo
a cabo mediante tetradxido de osmio al 2% en el mismo tampdn, ambas soluciones conteniendo rojo de Rutenio al

0,04%. Tras la deshidratacion en una serie creciente de etanol (etanol 70, 80, 90, 96, 100%), se incluyeron las
muestras en resina Spurr (Spurr/ etanol 1:1, 2:1, 100%). Tras la polimerizacion de la resina (70°C, 48 horas), se cor(]
taron secciones ultrafinas y semifinas con un ultramicrétomo Leica ultracut UCT. Las secciones ultrafinas, tefiidas
con acetato de uranilo acuoso y citrato de plomo, se examinaron entonces mediante microscopia electrénica de

transmisién (Philips CM12, 80 kV).

La micrografia de MET se presenta en la Figura 3. Las micelas obtenidas presentan una forma esférica con un dialJ
metro de 200 nm.

Distribucion del tamario de las particulas

Se midieron las distribuciones del tamafio de las micelas basadas en la intensidad de aquellas micelas obtenidas
mediante el tratamiento térmico de una dispersién de B-lactoglobulina al 1% en peso durante 15min. a 85°C y pH
4,25 (cargadas positivamente con un potencial zeta de unos +25 mV), y a pH 6,0 (cargadas negativamente con un
potencial zeta de unos -30 mV). El diametro hidrodinamico Z-promediado de las micelas fue de 229,3 nm a pH 4,25 y
de 227,2 nm a pH 6,0. Los agregados de la B-LG y la proteina del suero de leche se siguieron mediante el uso de
dispersion dinamica de la luz. Se utilizé un aparato Nanosizer ZS (Malvern Instruments, GB) equipado con un laser
que emite a 633 nm y que tiene una energia de 4,0 mW. El instrumento se utilizé en la configuracion de retrodisper(
sion, donde la deteccion se realiza a un angulo de dispersion de 173°. Esto permite una reduccion considerable de
las multiples sefiales de dispersion que se encuentran en las muestras turbias. Las muestras se colocaron en una
celda de cuarzo cuadrada (Hellma, paso de luz 1cm). La longitud del paso del haz de luz se ajusta automaticamente
en el aparato, dependiendo de la turbidez de la muestra (atenuacion). La funcion de autocorrelacion se calcul6 a
partir de la fluctuacién de la intensidad dispersada. Los resultados se presentan en la Figura 6. Esta muestra que la
particula promedio se caracteriza por un indice de polidispersiéon muy estrecho (< 0,200). En consecuencia, la sus(]
pension blanca que se obtiene mediante la presente invencién es estable y tiene una apariencia lactea en el rango
de pH 3-8.

Ejemplo 4: Micelizacién de la B-lactoglobulina a pH constante (no forma parte de la invencion)

El método descrito en el ejemplo 1 se repitid con la salvedad de la utilizacion de una soluciéon acuosa de B[
lactoglobulina al 2%. El pH de esta solucion se ajusté a 7,0 tras la adicidon de soluciones de Arginina HCI para obte(]
ner una concentracion final de sales que iban de 5 a 200 mM y una concentracion final de B-lactoglobulina del 1%.
Se llevé a cabo un posterior tratamiento térmico (80°C, 10 min., unos 2 min. calentandose) para producir micelas.

Los resultados se muestran en la Fig. 4 e indican claramente que, tan sélo en el rango de fuerza i6nica entre alredel]
dor de 50 y 70 mM, se puede observar una turbidez sustancial, indicando la presencia de micelas de proteina del
suero de leche.

Ejemplo 5: Preparacion de un agente blanqueador (ilustrativo)

Las proteinas del suero de leche nativas (WPI 95 lote 848, Lactalis; solucion acuosa al 8% en peso) se trataron de
acuerdo con el ejemplo 2. La claridad (L) del producto resultante se midié en modo de trans-reflectancia utilizando
un aparato MacBeth CE-XTH D65 10° SCE equipado con una celda de medicién de 2 mm. La claridad resultante fue
de L = 74,8, que podria compararse con el valor de L = 74,5 de la leche entera.

Ejemplo 6: Preparacion de una espuma acuosa (no forma parte de la invencion)

La B-lactoglobulina nativa (Biopure, Davisco, lote JE 002-8-922, solucién acuosa al 2% en peso) se mezcld con una
solucion de Arginina HCI de 120 mM a fin de que la concentracion final de B-lactoglobulina fuese del 1% en peso y la
de Arginina HCI de 60 mM. Entonces, se ajusté el pH a 7,0 mediante la adicién de HCI 1 N. Se aplicé, entonces, un
tratamiento térmico sobre la mezcla a 80°C durante 10 minutos a fin de que el 90% de la B-lactoglobulina inical se
convirtiera en micelas con un diametro z-promediado de 130 nm. En este caso, el diametro de las micelas se deter[]
mind utilizando un aparato Nanosizer ZS (Malvern Instruments, GB). La muestra se vertié en una cubeta de cuarzo
y se registraron automaticamente las variaciones de la luz dispersada. La funcidon de autocorrelacion obtenida se
ajustod utilizando el método de cumulantes a fin que el coeficiente de difusion de las particulas pudiera calcularse y, a
partir de esto, también el diametro hidrodinamico z-promediado utilizando la ley de Stokes-Einstein. Para esta medi
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cion, se tomo un indice refractivo del disolvente de 1,33 y de las micelas de 1,45. Un volumen de 50 mL de la dis[]
persion resultante de micelas de B-lactoglobulina se convirtio en espuma mediante el burbujeo de nitrégeno a través
de una frita de vidrio, generando burbujas de 12-16 um para producir asi un volumen de espuma de 180 cm®, utilicl
zando el aparato Foamscan™ (ITConcept) estandarizado. La estabilidad de volumen de la espuma se siguié a lo
largo del tiempo a 26°C utilizando el analisis de imagen y se comparé con la estabilidad de la espuma obtenida con
la B-lactoglobulina tratada en las mismas condiciones, pero sin Arginina HCI, donde no se formaron micelas. La Fig.
5 muestra que la estabilidad de volumen de la espuma mejora en gran medida mediante la presencia de micelas de
B-lactoglobulina.

Ejemplo 7: Producto lacteo fermentado a base de suero de leche — ensayos de fermentacion (ilustrativo)
Material

Aislamiento de proteina del suero de leche (WPI) (Bipro®), obtenido de Davisco (Le Sueur, MN, EEUU) (concentral]
cién de proteinas del 92,7%).

Permeado de suero de leche secado por pulverizacion (Variolac 836): concentracién de lactosa: 83% - Minerales:
8%

Acido lactico al 50%

Lactosa comestible (Lactalis)

Agua desionizada

Método
El polvo Bipro® se disolvié en agua desionizada con tal de obtener una concentracion de proteinas del 4,6%, es del]

cir, por cada 3 litros de solucion, 154,5 g de polvo de WPI y 2845,5 g de agua. El tiempo de hidrataciéon fue de 3
horas. Tras la hidratacion, esta solucién se dividié en muestras de 200 mL para preparar diferentes ensayos:

Tabla 3
Ensayo | Permeado de suel!| Lactosa (%) Ajuste de pH Calentamiento
ro leche (%) 85°C/ 15 min.

1 29 25 6,5 +

2 0 5 6 +

3 0 5 6,7 -

4 0 5 6,7 +

5 0 5 6,1 +

6 0 0 6 +

7 0 5 (afadida tras el ajuste de Ph) 6 -

8 0 5 (afadida tras el ajuste de Ph) 6 +

A cada solucidn se afiadié acido lactico al 50% para ajustar el pH antes del calentamiento.

Las muestras se calentaron al bafio maria hasta los 85°C y se mantuvieron a esta temperatura durante 15 minutos.
Tras el calentamiento, se enfriaron las soluciones a 40°C y se inocularon con Lactobacillus bulgaricus y Streptococ!]
cus thermophilus. Se mantuvieron las muestras durante 5 h 30 min. en una camara de vapor a 41°C antes de colo(]
carse en una camara fria a 6°C.

Los resultados se presentan en la Tabla 4.

Tabla 4
Ensayo | Permeado | Lactosa pH Calentamiento pH tras 5h30 Aspecto
de suero
de leche
1 + + 6,5 + 4,68 Muy consistente
2 - + 6 + 4.7 Consistente
3 - + 6,7 |- 5,78 Liquido
4 - + 6,7 | + 4,81 Muy consistente
5 - + 6,1 + 4,59 Muy consistente
6 - - 6 + 4,99 Muy consistente
7 - - anadida tras el | 6 - 4,87 Liquido con man(]
ajuste de pH chas blancas
8 - - anadida tras el | 6 + 4,77 Consistente
ajuste de pH

Ejemplo 8: Helado bajo en grasas enriquecido con proteina del suero de leche
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Material

Aislamiento de proteina del suero de leche (WPI, Prolacta90® de Lactalis, Rétiers, Francia) con un contenido en
proteinas del 90%

Polvo de leche descremada con un contenido en proteinas del 35%

Sacarosa

Maltodextrinas DE39

Grasa deshidratada de leche

Emulsionante

Agua desionizada

Acido clorhidrico comestible 1M

Método que utiliza la generacion en linea de micelas de proteina del suero de leche

Utilizando un reactor de doble encamisado de 80 L, el polvo Prolacta90® se dispers6 en agua desionizada a 50°C a
una concentracion de proteinas del 11,6% en peso, bajo agitacion suave con tal de evitar la formacion de espuma.
Después de 1 hora de dispersion, el pH de la dispersion se ajustd al pH de micelizacion mediante la adicién de HCI.
La temperatura de la dispersion se aumento hasta los 85°C y se mantuvo asi durante 15 minutos a fin de generar
micelas de proteina del suero de leche. Tras 15 minutos, la temperatura se disminuy6 hasta los 50°C y se afiadieron
secuencialmente los ingredientes adicionales a la dispersidon de micelas (es decir, el polvo de leche descremada, las
maltodextrinas DE39, la sacarosa, el emulsionante y la grasa deshidratada de leche). La cantidad final de la mezcla
fue de 50 kg con un contenido de solidos final del 39,4% y un contenido en grasa del 5% en peso. Tras 30 minutos
de hidratacién, se homogenizé la mezcla en dos pasos (80/ 20 bares) y se pasteurizé (86°C/ 30 s) con anterioridad
al reposo durante la noche.

Al dia siguiente, la mezcla de helado se congeld con un crecimiento del 100% utilizando un aparato Hoyer MF50, y
se endureci6 a -40°C antes de su almacenamiento a -20°C. El helado final contenia un 10% en peso de proteinas
(17% de caseinas, 83% de proteinas del suero de leche) y un 5% en peso de grasa en base a la mezcla del helado.
La contribucién caldrica de este helado proviene en un 51,4% de los azlcares, en un 27,9% de las grasas y en un
20,7% de las proteinas.

Método que utiliza polvo de micelas de proteina del suero de leche

Utilizando un reactor de doble encamisado de 80 L, el polvo de micelas de proteina del suero de leche se dispersd
en agua desionizada a 50°C bajo agitacion suave con tal de evitar la formacion de espuma. Después de 15 minutos
de dispersion se afiadieron secuencialmente los ingredientes adicionales a la dispersion de micelas de proteina del
suero de leche (es decir, el polvo de leche descremada, las maltodextrinas DE39, la sacarosa, el emulsionante/ es(’
tabilizador y la grasa deshidratada de leche). La cantidad final de la mezcla fue de 50 kg con un contenido de sdlidos
del 37,5% y un contenido en grasa del 5% en peso. Tras 30 minutos de hidratacion, se homogenizé la mezcla en
dos pasos (80/ 20 bares) y se pasteurizé (86°C/ 30 s) con anterioridad al reposo durante la noche.

Al dia siguiente, la mezcla de helado se congeld con un crecimiento del 100% utilizando un aparato Hoyer MF50, y
se endureci6 a -40°C antes de su almacenamiento a -20°C. El helado final contenia un 12,8% en peso de proteinas
(13% de caseinas, 87% de proteinas del suero de leche) y un 5% en peso de grasa en base a la mezcla del helado.
La contribucion calérica de este helado proviene en un 44,9% de los azucares, en un 29,4% de las grasas y en un
25,7% de las proteinas.

Ejemplo 9: Micelas de proteina del suero de leche pulverizadas obtenidas mediante secado por pulverizacion
Material

Aislamiento de proteina del suero de leche (WPI, Prolacta90® de Lactalis, Retiers, Francia) con un contenido de
proteinas del 90%

Lactosa comestible

Maltodextrinas DE39

Agua desionizada

Acido clorhidrico comestible 1M

Método

Utilizando un reactor de doble encamisado de 100 L, el polvo de Prolacta90® se dispersé en agua desionizada a
50°C a una concentracion de proteinas del 10% en peso, bajo agitacion moderada con tal de evitar la formacion de
espuma, es decir, se dispersaron 11 kg de Prolacta90® de agua desionizada. Después de 1 hora de dispersion, el
pH de la dispersion se ajusté al pH de la micelizacién (alrededor de 6,3 en este caso) mediante la adicién de HCI. La
temperatura de la dispersion se aumento hasta los 85°C y se mantuvo asi durante 15 minutos a fin de generar micelJ
las de proteina del suero de leche. Tras 15 minutos, la temperatura se disminuy6 hasta los 50°C y se dividio la dis[]
persion de micelas de proteina del suero de leche al 10% en peso en dos grupos de 50 kg. En un primer ensayo, se
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dispersaron 20 kg de lactosa en 50 kg de dispersion de micelas a 50°C y se agitaron durante 30 min. De forma anal’
loga, se afiadieron 20 kg de maltodextrinas DE39 a los 50 kg de dispersion las micelas de proteina del suero de lel]
che restantes.

Entonces, las dos mezclas se secaron por pulverizaciéon en una torre NIRO SD6.3N, a una tasa de flujo de 15 L/ h.
La temperatura del aire de entrada fue de 140°C y la temperatura del aire de salida fue de 80°C. El contenido de
agua del polvo obtenido fue menor al 5%.

El tamafio de las micelas de proteina del suero de leche se determind en agua, en presencia de lactosa y maltodex(]
trina (DE39), utilizando la dispersion dinamica de la luz antes y después de la secado por pulverizacion. La concen(]
tracion total de proteinas se ajusté a 0,4% en peso, mediante dilucion de la dispersion, antes del secado por pulveril]
zacion o de la reconstitucion del polvo a fin de estar en el rango de dilucion de la viscosidad para la formaciéon de las
micelas de proteina del suero de leche. Se utilizé un aparato Nanosizer ZS (Malvern Instruments) y el diametro de
las micelas se promedio a partir de 20 mediciones.

El diametro de particula determinado para las micelas de proteina del suero de leche, en presencia de lactosa y mal(l
todextrinas (DE39) fue de 310,4 nm y 306,6 nm, respectivamente. Tras la reconstitucion de los polvos, se encontrd
que los diametros respectivos eran de 265,3 nm y 268,5 nm, respectivamente. Estas mediciones confirmaron que las
micelas de proteina del suero de leche eran fisicamente estables a pesar del secado por pulverizacion. Los resultal’
dos se corroboraron mediante observaciones de microscopia con el MET de las dispersiones en agua de micelas de
proteina del suero de leche al 0,1% en peso, utilizando tincién negativa en presencia de acido fosfotingstico al 1% y
a pH 7. Se utilizé un microscopio electrénico de transmisiéon Philips CM12 operando a 80 kV. Las micelas de proteina
del suero de leche se observaron en solucion antes del secado por pulverizacion y después de la reconstitucion del
polvo secado por pulverizacion. No se pudo detectar diferencia alguna en cuanto a la morfologia y la estructura.

Ejemplo 10: Concentracion mediante evaporacion

Un aislamiento de proteina del suero de leche Prolacta 90 de Lactalis (lote 500648) fue reconstituido a 15°C en agua
blanda, a una concentracion de proteinas del 4%, para alcanzar un tamario de lote final de 2500 kg. El pH se ajusto
mediante la adicion de acido clorhidrico 1M a fin que el valor de pH final fuera de 5,90. La dispersién de proteina del
suero de leche se bombed a través de un intercambiador de calor de placas de APV a una tasa de flujo de 500 L/ h.
Al precalentamiento a 60°C le sigui6 un tratamiento térmico a 85°C durante 15 minutos. La formacion de las micelas
de proteina del suero de leche se comprobé mediante la mediciéon del tamafio de las particulas, utilizando tanto la
dispersion dinamica de la luz como mediciones de turbidez a 500 nm. La dispersion de las micelas de proteina del
suero de leche al 4% obtenida se caracterizé por un radio hidrodinamico de las particulas de 250 nm, un indice de
polidispersion de 0,13 y una turbidez de 80. Entonces, la dispersidon de proteina del suero de leche se introdujo en
un evaporador Scheffers a una tasa de flujo de 500 L/ h. La temperatura y el vacio en el evaporador se ajustaron
para producir alrededor de 500 kg de concentrado de micelas de proteina del suero de leche con una concentracion
de proteinas del 20%, y se enfriaron hasta los 4°C.

Ejemplo 11: Enriquecimiento mediante microfiltracién

Un aislamiento de proteina del suero de leche Prolacta 90 de Lactalis (lote 500648) se reconstituyé a 15°C en agua
blanda a una concentracion de proteinas del 4%, para alcanzar un tamafio de lote final de 2500 kg. El pH se ajusto
mediante la adicién de acido clorhidrico 1 M a fin que el valor de pH final fuera de 5,90. La dispersién de proteina del
suero de leche se bombeo a través de un intercambiador de calor de placas de APV a una tasa de flujo de 500 L/ h.
Al precalentamiento a 60°C le sigui6 un tratamiento térmico a 85°C durante 15 minutos. La formacién de las micelas
de proteina del suero de leche se comprobé mediante la medicidon del tamafio de las particulas, utilizando tanto la
dispersién dinamica de la luz como mediciones de turbidez a 500 nm. La dispersion de las micelas de proteina del
suero de leche al 4% obtenida se caracterizaba por un radio hidrodinamico de las particulas de 260 nm, un indice de
polidispersion de 0,07 y una turbidez de 80. La forma de las micelas de las proteinas también se comprobo mediante
MET, siendo claramente visibles las estructuras de las micelas, con un diametro medio de 150-200 nm (Fig. 9). La
dispersion de proteina del suero de leche se enfrié hasta 4°C y se introdujo en una unidad de filtracién, equipada con
una membrana Carbosep M14 de 6,8 m2, a una tasa de flujo de 180 L/ h. En este caso, la concentracion de las mice(]
las de proteina del suero de leche se realizd a 10°C hasta que la tasa de flujo del permeado alcanzé los 70 L/ h. En
este caso, el concentrado final de proteina del suero de leche contenia un 20% de proteinas. La estructura de las
micelas en el concentrado se comprobd mediante MET, y no se observé ningun cambio significativo en comparacion
con la dispersion de proteina del suero de leche al 4% antes de la microfiltracion (Fig. 10).

Ejemplo 12: Polvo de micelas de proteina del suero de leche que contiene al menos un 90% de proteina del suero
de leche.

Se inyectaron 200 kg de un concentrado de micelas de proteina del suero de leche, obtenido mediante microfiltral]
cién hasta un 20% de proteinas (ver ejemplo anterior) en una torre Niro SD6.3N utilizando un inyector de secado por
pulverizacion (g = 0,5 mm, angulo de secado por pulverizacion = 65°, presion = 40 bares) a una tasa de flujo del
producto de 25 kg/ h. La temperatura de entrada del producto fue de 150°C y la temperatura de salida fue de 75°C.
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El flujo de aire en la torre fue de 150 m?*/ h. El contenido de humedad en el polvo fue menor al 4% y el polvo se call
racterizé por una fluidez muy elevada. La microscopia electrénica de barrido mostré unas particulas muy esféricas
que tenian un diametro aparente que iba de 10 a 100 um (Fig. 8).

Ejemplo 13: Polvo de micelas de proteina del suero de leche mezclado

Se mezclaron 20 kg de un concentrado de micelas de proteina del suero de leche con 1,7 kg de maltodextrinas con
un valor de ED de 39 a fin que la proporcion final en el polvo entre las micelas de proteina del suero de leche y la
maltodextrina fuera de 70/ 30. Esta mezcla se injecté en una torre Niro SD6.3N utilizando un inyector de secado por
pulverizacion (g = 0,5 mm, angulo de secado por pulverizacion = 65°, presion = 40 bars) a una tasa de flujo del prol]
ducto de 25 kg/ h. La temperatura de entrada del producto fue de 150°C y la temperatura de salida fue de 75°C. El
flujo de aire en la torre fue de 150 m*/ h. El contenido de humedad en el polvo fue menor al 4% y el polvo se caracte’
rizé por una fluidez muy elevada.

Cuando se reconstituyen en agua, los polvos de los ejemplos 13 y 14 contienen esencialmente micelas que tienen la
misma estructura y morfologia que el concentrado de micelas de proteinas del suero de leche.

Ejemplo 14: Polvo de micelas de proteina del suero de leche obtenido mediante liofilizacion
Material

Concentrado de micelas de proteina del suero de leche con un 20% de proteinas, producido mediante microfiltracion
en el ejemplo 12 con un contenido en proteinas del 90%

Método

Se introdujeron 100 g del concentrado de micelas de proteinas del suero de leche en un vaso de precipitados de
plastico y se congelaron a -25°C durante una semana. Este vaso de precipitados se colocd después en un liofilizador
de escala de laboratorio Virtis equipado con una bomba de vacio. La muestra se dej6é durante 7 dias hasta que la
presion en el liofilizador se mantuvo constante a unos 30 mbares. Se recuperaron unos 20 g de micelas de proteina
del suero de leche liofilizadas.

Ejemplo 15: Dispersion acuosa de las micelas de proteina del suero de leche recubiertas con oleato de butilo sulfal]
tado (SBO) o cualquier otro emulsionante cargado negativamente

Material

Polvo de micelas de proteina del suero de leche (WPM) del Ejemplo 13 con un contenido en proteinas del 90%
SBO
Acido clorhidrico (1M)

Método

El polvo de WPM descrito en el ejemplo 13 se dispersé en agua MilliQ para lograr una concentracion final de proteil |
nas del 0,1% en peso. La dispersion se filtré en filtros de 0,45 uym a fin de eliminar posibles agregados de WPM. El
pH de esta dispersion de WPM se descendié hasta 3,0 mediante la adicién de acido clorhidrico a 1 M. Se prepard
una dispersion de SBO al 1% en peso a un pH de 3,0.

El radio hidrodinamico y el potencial zeta de estas WPM se determind utilizando un aparato Nanosizer ZS (Malvern
Instruments Ltd.). El didmetro fue de 250 nm y la movilidad electroforética de +2,5 pm.cm.V"'.s™. El radio hidrodina!
mico y la movilidad electroforética de la dispersion de SBO a un pH de 3,0 fueron de 4 nmy -1,5/ -2,0 pm.cm.V‘1.s'1,
respectivamente.

Tras la realizacion de esta caracterizacion preliminar, la dispersion de SBO se utilizé para la titulacion de la de WPM,
mientras se seguia la evolucién del radio hidrodinamico y la movilidad electroforética de la mezcla. Se encontré que
el radio hidrodinamico era constante alrededor de 250-300 nm hasta que se alcanzaba una proporcién en peso de la
mezcla entre WPM/SBO de 5:1. En este punto, el radio hidrodinamico diverge dramaticamente hasta 20.000 nm y se
encuentra precipitacion de complejos de WPM SBO. Tras seguir con la adicion de SBO, por encima de la proporcion
de mezcla 5:1, el radio hidrodinamico disminuyd progresivamente hasta los 250 nm, tal y como se encontré inicial(
mente con las WPM, nivelandose a partir de una proporcion de 4:1 en adelante. El seguimiento de la movilidad elecl
troforética de la mezcla mostré que ésta disminuye con la adiciéon de SBO, alcanzando el valor cero con una propor(]
cién de mezcla de 5:1. Entonces, ésta siguié disminuyendo con la adicion de SBO, iniciandose el nivelado a -3,0
pm.cm.V’1.s'1 desde la proporcién 4:1 en adelante.

La explicacion a estos resultados es que las WPM cargadas positivamente, en un primer paso, quedan revestidas
electrostaticamente con la cabeza negativa del SBO hasta que se logra la neutralizacion total de la carga (proporcion
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de mezcla de 5:1). En este punto, las colas hidréfobas del SBO son capaces de autoasociarse, induciendo la sobre-
agregacion con un diametro hidrodinamico muy grande y la precipitacion de los complejos. Con una mayor adicién
de SBO, las colas hidréfobas dan lugar a una mayor asociacion formando un doble recubrimiento, exponiendo sus
cabezas negativas hacia el disolvente. Esto da lugar a WPM negativamente cargadas con un doble recubrimiento de
SBO (ver Figura 17) comparables con un liposoma con un nucleo formado completamente por proteinas.

Se han obtenido resultados similares con otros emulsionantes acidicos de uso alimentario, tales como DATEM,
CITREM, SSL (de Danisco), en solucién acuosa a pH 4,2, donde se mantienen principalmente ionizados en su forma
anidnica (funciones quimicas de -COO).

Ejemplo 16: Determinacion del angulo de reposo para polvo secado por pulverizacion de micelas de proteinas del
suero de leche, polvo de micelas de proteina del suero de leche mezcladas, polvo de aislamiento de proteina del
suero de leche y polvo de leche descremada a baja temperatura

Material

Polvo de micelas de proteina del suero de leche del ejemplo 12 con un contenido en proteinas del 90% (humedad
del 3,5%)

Polvo de micelas de proteina del suero de leche mezcladas del ejemplo 13 con un contenido en proteinas del 90%
(humedad del 3,5%)

Polvo de aislamiento de proteina del suero de leche Prolacta 90 (lote 500658 de Lactalis, Francia; humedad del 4%)
Polvo de leche descremada a baja temperatura (lote 334314 de Emmi, Suiza; humedad del 3,5%)

Aparato de medicion descrito para medir el angulo de reposo del polvo de acuerdo con la normativa ISO 4324

Método

El polvo se coloca en embudo con un diametro de tallo de 99 mm y se fuerza el polvo a que fluya utilizando un agiCl
tador. El polvo cae en una vasija transparente de plastico con un diametro de 100 mm y una altura de 25 mm. El
angulo de reposo, ®, se mide mediante la siguiente ecuacion:

Angulo de reposo ® = ARCTAN (2h/ 100)

Siendo "h" la altura maxima del cono de polvo que se puede obtener, estando toda la superficie de la vasija de
plastico cubierta de polvo.

Resultados del test del angulo de reposo (los valores son la media de 3 mediciones y se indica la desviacion estan-
dar).

Polvo de micelas de
proteina del suero
de leche

Polvo de micelas de
proteina del suero
de leche mezcladas

Aislamiento de
proteina del suero
de leche

Polvo de leche des-
cremada a baja tempe[’
ratura

Angulo
reposo (°)

de

246+1,1

27,307

343+0,5

43,8+2,8

Los resultados del angulo de reposo muestran claramente que el polvo de micelas de proteina del suero de leche,
puro o mezclado con maltodextrinas, exhibe un angulo significativamente menor al del polvo inicial de proteina del
suero de leche o incluso al del polvo de leche descremada. Un angulo de reposo menor a 35° es caracteristico de

polvos con una fluidez muy buena.

19



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

ES 2359255713

REIVINDICACIONES

Un postre congelado pasteurizado, que contiene micelas de proteina del suero de leche, en el que las micelas
de proteina del suero de leche se obtienen mediante el ajuste del pH de una solucidon desmineralizada de pro[
teina del suero de leche nativa, que tiene un contenido en proteinas que va del 0,1% en peso al 12% en peso
en base al peso total de la solucion, a un valor entre 5,8 y 6,6, y el calentamiento de la solucion a una temperal’
tura de entre 82 a 89°C durante entre 10 segundos y 2 horas, en el que las micelas de proteina del suero de lel]
che constituyen al menos el 50% del contenido total de proteinas y en el que el postre congelado tiene un con(]
tenido de proteinas mayor al 6%.

El postre congelado de acuerdo con la reivindicacion 1, que tiene un contenido de proteinas mayor al 8% del
peso.

El postre congelado de acuerdo con las reivindicaciones 1 o 2, que tiene un contenido de proteinas superior al
10% del peso, preferiblemente superior al 12%, mas preferible superior al 14%, y ain mas preferible superior al
16%.

El postre congelado de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que al menos de entre
un 15% a un 30% de la energia esta proporcionada por las proteinas, entre un 0% y un 45% de la energia esta
proporcionada por grasa, y entre un 25% y un 85% de la energia esta proporcionada por carbohidratos.

El postre congelado de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que las micelas de pro
teina del suero de leche se proporcionan en forma de suspension, concentrado o polvo.

El postre congelado de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que las micelas de prol
teina del suero de leche tienen un tamafio medio de entre 100 nm y 900 nm.

El postre congelado de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que el polvo de micelas
de proteina del suero de leche tiene un tamafo medio de mas de 1 um.

El postre congelado de acuerdo con la reivindicacién 7, en el que el polvo de micelas de proteina del suero de
leche es un transportador de un agente activo.

El postre congelado de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que las micelas de prol
teina del suero de leche o los polvos de las mismas estan adicionalmente recubiertas con un emulsionante.

El postre congelado de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que el postre congelado
es un helado, batido de leche, sorbete, mellorine, batido de fruta, helado de hielo o helado cremoso.

El postre congelado de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que el postre congelado
estéa aireado.

El postre congelado de acuerdo con la reivindicacion 11, en el que el postre congelado tiene un crecimiento de
entre el 20% y el 200%, preferiblemente entre el 70% y el 150%.

El postre congelado de acuerdo con la reivindicacion 10, que contiene grasa de leche.
El postre congelado de acuerdo con la reivindicacion 10, que contiene una o mas grasas vegetales.
El postre congelado de acuerdo con la reivindicacion 10, que no contiene grasa.

La utilizacion de micelas de proteina del suero de leche en el postre congelado, en el que las micelas de proteil]
na del suero de leche se obtienen mediante el ajuste del pH de una solucién desmineralizada de proteina nativa
del suero de leche, que tiene un contenido en proteinas de entre un 0,1% en peso y un 12% en peso en base al
peso total de la solucion, a un valor entre 5,8 y 6,6, y el calentamiento de la solucién a una temperatura de entre
82 y 89°C durante entre 10 segundos y 2 horas, en el que las micelas de proteina del suero de leche constitul]
yen al menos el 50% del contendido total de proteinas del postre congelado.

Un proceso para la elaboracion de un postre congelado que incluye al menos los pasos de:

a. Mezclar una combinacion de ingredientes, lo que incluye las micelas de proteina del suero de leche
obtenidas mediante el ajuste del pH de una soluciéon desmineralizada de proteina nativa del suero de
leche, que tiene un contenido en proteinas de entre un 0,1% en peso y un 12% en peso en base al
peso total de la solucién, a un valor entre 5,8 y 6,6, y el calentamiento de la solucién a una temperatul’
ra de entre 82 y 89°C durante entre 10 segundos y 2 horas, un concentrado de las mismas o un polvo
de las mismas en el que la mezcla obtenida en el paso a contiene de un 10-40%, preferiblemente de
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un 15-35%, lo mas preferiblemente un 30% de micelas de proteina del suero de leche en base a la
materia seca.

b. pasteurizar la mezcla
c.  Opcionalmente, homogenizar de la mezcla, y
d. Congelar la mezcla

El proceso de acuerdo con la reivindicacion 17, en el que la pasteurizacion se lleva a cabo a un valor de pH
esencialmente neutro.

El proceso de acuerdo con la reivindicacion 18, en el que la pasteurizacién se lleva a cabo a un pH moderadar]
mente acido de entre 4 y 6.

El proceso de cualquiera de las reivindicaciones de 17 a 19, en el que el postre congelado tiene un contenido de
proteinas superior al 6%, preferiblemente superior al 8%.

El proceso de cualquiera de las reivindicaciones de 17 a 20, en el que se lleva a cabo un paso adicional de malJ
duracion tras el paso c.

El proceso de cualquiera de las reivindicaciones de 17 a 21, en el que las micelas de proteina tiene un diametro
medio de entre 100-900 nm.

El proceso de cualquiera de las reivindicaciones de17 a 22, en el que el polvo de micelas de proteina del suero
de leche tiene un diametro medio mayor a 1 micra.
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