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DESCRIPCION
Preparacion enzimatica y procedimiento para producir alimentos que utilizan la misma.
Campo técnico

La presente invencion se refiere a una preparacion enzimatica que contiene transglutaminasa y a un procedimiento
para obtener productos alimenticios que utilizan la misma. Mas particularmente, la invencion se refiere a una
preparacion enzimatica que contiene 1) transglutaminasa, 2) colageno y 3) una sustancia acida o alcalina que
desplaza el pH de la preparacion enzimatica cuando se disuelve en soluciéon a un intervalo de pH en el que la
expresion de la actividad transglutaminasica se suprime, y un procedimiento para obtener productos alimenticios
utilizando la preparacién enzimatica.

En la presente exposicion (incluyendo las reivindicaciones); el término colageno incluye gelatina. A causa de que es
dificil discriminar uno de otro el colageno y la gelatina, habitualmente, el término colageno incluye habitualmente la
gelatina. Por tanto, el término colageno se define tal como se describe anteriormente.

Antecedentes de la técnica

Se han emitido numerosos informes sobre la técnica para aplicar los efectos de la reaccion de reticulaciéon en varias
proteinas mediante la transglutaminasa a ambitos alimentarios, productos medicinales y quimicos. Entre ellos, se
han llevado a cabo exhaustivos trabajos de investigacion en una técnica que utiliza la ventaja que consiste en
emplear colageno (que incluye gelatina tal como se ha descrito anteriormente) y transglutaminasa en combinacion; y
que perteneced a los ambitos técnicos ampliamente aplicables.

Por ejemplo, se han conocido las invenciones siguientes: un procedimiento para obtener colageno modificado que
incluye una etapa de reforzamiento de la reticulacion molecular intercolagénica con transglutaminasa (patente
japonesa n° 2897780; invenciones de gel de gelatina, de alimentos tipo gel y recubrimientos gelatinosos con gran
resistencia térmica y procedimientos para producirlos (documentos JP-A-6-98743, 7-227228 y patente japonesa n°
2866746; y un procedimiento para obtener alimentos reestructurados con efectos intensos de union, utilizando una
combinacion de transglutaminasa y colageno (JP-A-10-70961).

Ademas del ambito de los productos alimentarios, se han emitido informes, adicionalmente, con respecto a un
producto aromatico de colageno de tipo gel, con suficiente fuerza y resistencia térmica, asi como también un
procedimiento para su produccion (JP-A-9-70428). Tal como se ha descrito anteriormente, las ventajas obtenidas de
la utilizaciéon de transglutaminasa y colageno combinados, presentan valores aplicables muy altos. Adicionalmente,
dicha técnica es muy ventajosa.

A causa de que el colageno posee una reactividad de transglutaminasa muy intensa, sin embargo, el aumento en la
viscosidad y la tasa de solidificacion por enfriamiento de las soluciones de transglutaminasa y colageno mezcladas,
son caracteristicamente muy rapidas.

En caso de la produccién de alimentos de tipo gel o reestructurados, por tanto, emergen diversas restricciones
durante los procedimientos de produccion, debido a que la solidificacion de la transglutaminasa progresa
inmediatamente después de que la transglutaminasa se mezcla con el colageno.

En el caso de que se tenga la intencion de que un material alimenticio sélido se disperse en una solucion mezcla de
transglutaminasa y colageno, por ejemplo, el procedimiento de dispersion debe llevarse a cabo en un tiempo muy
corto hasta que la solidificacion por enfriamiento comienza, de forma que es muy dificil obtener un alimento tipo gel
gque sea homogéneo en una escala masica.

Como un procedimiento para obtener alimentos reestructurados, ademas, se ha conocido un procedimiento para
afnadir un material de tipo pasta de transglutaminasa y colageno disueltos en agua, a un material alimenticio sélido,
para mezclarlos. Cuando la solidificacion por enfriamiento del material de tipo pasta tiene lugar antes de que el
material de tipo pasta se mezcle en el material alimenticio sélido, no puede obtenerse ningin producto con una
fuerza de union suficiente.

Ademas, el colageno puede a veces mezclarse con agentes curados y liquidos de decapado, para utilizarlos en la
produccién de productos carnicos procesados como jamon, tocino y cerdo rustido. Durante la preparacion de dichos
liquidos de decapado, la reaccion transglutaminasica con el colageno progresa, implicando, desventajosamente, un
aumento en la viscosidad, hasta provocar, consecuentemente, que la inyeccion no pueda llevarse a cabo.

Por tanto, para obtener productos alimenticios que contengan transglutaminasa y colageno, por tanto, la reaccion de
transglutaminasa debera controlarse principalmente, y de forma importante, durante el proceso de produccion.

Como uno de los procedimientos para suprimir la actividad enzimatica de la transglutaminasa, es conocido un
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procedimiento para disolver la transglutaminasa en agua a baja temperatura. El procedimiento utiliza el fendmeno de
que la actividad de transglutaminasa, se suprime a temperatura baja. Sin embargo, no puede decirse que el proceso
posea un efecto suficiente sobre el control de las propiedades fisicas. Ademas, dicho control estricto de la
temperatura durante el procedimiento de produccién, no es practico. Mas aun, la solidificaciéon por enfriamiento
puede controlarse afiadiendo, separadamente en el tiempo, transglutaminasa y colageno. Sin embargo, dichos
procedimientos son muy laboriosos durante el procedimiento de produccién y no son preferibles.

A continuacién, se describe la produccién de solo el alimento reestructurado. Ademas del procedimiento de adicion
de un material tipo pasta de transglutaminasa y colageno disuelto en agua, a uno alimenticio sélido, existe un
procedimiento que afiade directamente polvo o transglutaminasa granular y colageno a un material alimenticio sélido
para que se unan.

Las preparaciones enzimaticas con transglutaminasa mezclada en la técnica relacionada, no son preparaciones con
una amplia aplicabilidad para utilizarlas mediante cualquier de los dos procedimientos.

Por lo tanto, se desea una preparacion adhesiva con una alta capacidad de aplicacion que dé lugar a dichos efectos
satisfactoriamente muy intensos mediante cualquier procedimiento, sin necesidad de utilizar una preparacion
especifica para un procedimiento especifico de produccion. Ademas, la preparacién enzimatica para la unién, que
comprende la transglutaminasa y el coldgeno mezclados, tal como se da a conocer en JP-A-10-70961, puede
producir una suficiente fuerza de union. En los actuales lugares de produccion, sin embargo, es necesaria, en un
tiempo mas corto, una preparacion enzimatica para la union, que genere una fuerza mas intensa de unién.

Exposicion de la invencion

Un objetivo de la invencion consiste en proporcionar una preparacion enzimatica altamente procesable con
transglutaminasa y colageno mezclados, a partir de la cual pueden obtenerse productos comestibles de alta calidad
(alimentos tipo gel, alimentos reestructurados, etc.) de forma no laboriosa, suprimiendo la solidificacién por
enfriamiento de soluciones de transglutaminasa y colageno mezclados, y un procedimiento para producir productos
alimenticios tales como alimentos tipo gel y reestructurados utilizando la preparacién enzimatica.

Se han realizado investigaciones de forma que se pudieran resolver los problemas. En consecuencia, se descubrid
que ajustando el pH de una solucién que contiene 1) transglutaminasa y 2) colageno, a un intervalo de pH del orden
de 3 0 mas a menos de pH 5, 0 a un intervalo de pH 10 0 mas a un pH 12 o menos, la solidificacion por enfriamiento
de la solucion puede suprimirse, de forma que la soluciéon pueda mantener las propiedades fisicas apropiadas para
el procedimiento de produccion de los productos alimenticios durante un largo periodo de tiempo. Todavia
adicionalmente, se descubrié que el efecto de la transglutaminasa no puede manifestarse hasta que un material con
un efecto tampdn pH, por ejemplo, carne comestible, se afiade a y se mezcla con la solucion que contiene 1)
transglutaminasa y 2) colageno, se ajusta al intervalo de pH especifico, para neutralizar el pH de la solucién a un
intervalo de pH 6ptimo de la reaccién para la transglutaminasa. Asi, la invencién se ha conseguido.

Es decir, la invencion se refiere a lo que se describe a continuacion:

1. Una preparacion enzimatica que comprende: 1) transglutaminasa, 2) colageno y 3) una sustancia acida o
alcalina que cambia el pH de la preparacion enzimatica, cuando se disuelve en una solucién, a un intervalo
de pH en el que la expresion de la actividad de la transglutaminasa es suprimida.

2. La preparacién enzimatica segun el punto 1 anterior, en la que el intervalo de pH en el que la expresion de la
actividad transglutaminasica se suprime cuando la preparacion enzimatica se disuelve en la solucion, es pH 3
0 mas a menos de pH5 o pH 10 o mas a pH 12.

3. La preparacion enzimatica segun el punto 1 anterior, en la que la sustancia acida o alcalina es una 0 mas,
seleccionada a partir de acido citrico, acido malico, acido tartarico, carbonato sédico, carbonato potéasico,
fosfato trisédico, fosfato tripotasico, pirofosfato tetrasodico, pirofosfato tetrapotasico, sal sédica de glicina, sal
potasica de glicina, hidroxido sddico, hidréxido potasico, y 6xido calcico (calcio calcinado).

4. La preparacion enzimatica segun el punto 1 anterior, en la que el colageno se deriva del pescado o marisco.

5. Una preparaciéon enzimatica que comprende: 1) transglutaminasa, 2) colageno y 3) una sustancia alcalina que
desplaza el pH de la preparacion enzimatica, cuando se disuelve en una solucién, a un intervalo de pH 9 o
mas a pH 12 o menos, mezclandose directamente con un material alimenticio.

6. La preparacion enzimatica segun el punto 5 anterior, en la que la sustancia alcalina o acidas es una o mas,
seleccionada a partir de carbonato sédico, carbonato potéasico, fosfato trisédico, fosfato tripotasico, pirofosfato
tetrasodico, pirofosfato tetrapotasico, sal sodica de la glicina, sal potasica de la glicina, hidroxido sédico,
hidréxido potasico e hidréxido célcico y 6xido célcico (calcio calcinado).
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7. La preparacion enzimatica segun el punto 5 anterior, en la que el colageno se deriva del pescado o marisco.

8. Procedimiento para obtener un producto alimenticio, que comprende una etapa de disolucion de la
preparacion enzimatica segun el punto 1 anterior en una solucién, una etapa de desplazamiento del pH de la
solucién resultante a un intervalo de pH en el que la expresion de la actividad de transglutaminasa se
expresa, y una etapa subsiguiente de mezcla de la solucidon y un material alimenticio para retrodesplazar el
pH de la mezcla resultante a un intervalo de pH en el que la actividad de transglutaminasa se exprese
después de que una reaccion de transglutaminasa se lleva a cabo.

9. El procedimiento para producir un producto alimenticio segun el punto 8 anterior, en el que el intervalo de pH
en el que la expresion de la transglutaminasa se suprime, es pH 3 0 mas a menos que pH 5, o pH 10 o0 mas,
a pH 12 o menos.

10. El procedimiento para producir un producto alimenticio segin el punto 8 anterior, en el que el intervalo de pH
en el que la actividad de transglutaminasa se expresa, es pH 5 o0 mas a pH 8 o menos.

11. El procedimiento para producir un producto alimenticio segun el punto 8 anterior, en el que el producto
alimenticio es un alimento de tipo gel o un alimento reestructurado.

12. Procedimiento para producir un producto alimenticio, que comprende una etapa de mezclar directamente la
preparacion enzimatica segin el punto anterior 1 0 5, con materiales alimenticios, sin disolver la preparacion
enzimatica en una solucidn, para llevar a cabo la reaccién de transglutaminasa.

13. El procedimiento para producir un producto alimenticio segun el punto 12 anterior, en el que el producto
alimenticio es un producto reestructurado.

14. Procedimiento para producir un producto alimenticio, que comprende una etapa de disolucién de la
preparacion enzimatica segun el punto 1 anterior, en una solucién, una etapa de desplazamiento del pH de la
solucién resultante a un intervalo de pH en el que la expresion de la actividad transglutaminasica se suprime,
y una etapa subsiguiente de inyectar la solucién resultante en un material alimenticio después de lo cual se
lleva a cabo una reaccién transglutaminasica.

15. El procedimiento para producir un producto alimenticio segun el punto 14 anterior, en el que el intervalo de pH
en el que la expresion de la actividad de transglutaminasa se suprime, es pH 3 0 mas, a menos que pH 5, o
pH 10 o mas a pH 12 o menos.

16. El procedimiento para producir un producto alimenticio segun el punto 14 anterior, en el que el producto
alimenticio es un producto muscular entero obtenido sin utilizar carne picada.

17. Procedimiento para producir un producto alimenticio, que comprende una etapa de disolucién en una
solucion, de tres componentes: 1) transglutaminasa, 2) colageno y 3) una sustancia acida o alcalina que
desplaza el pH de la solucion resultante a un intervalo de pH, en el que la expresion de la actividad de la
transglutaminasa se suprime, y llevandose a cabo una etapa de mezclamiento de materiales alimenticios con
la solucién resultante para retrodesplazar el pH de la mezcla resultante a un intervalo de pH en el que la
actividad de transglutaminasa se expresa después de que se lleve a cabo una reaccion transglutaminasica.

La transglutaminasa es una enzima para catalizar la reaccion de transferencia acilo entre el grupo y-carboxamida del
residuo glutamina en una cadena proteica o peptidica y amina primaria, para formar, por ejemplo, un enlace de
reticulacién e-(y-Glu)-Lys en el caso que la amina primaria sea el residuo de lisina de una proteina.

La transglutaminasa para la utilizacién segun la invencién se deriva de cualquier origen sin una limitacién especifica
siempre que la transglutaminasa posea actividad de transglutaminasa e incluya transglutaminasa derivada de
microorganismos (abreviada como MTGasa) de, por ejemplo, el género Streptomyces (por ejemplo, Streptomyces
mobaraensis IFO 13819; Streptoverticillium se clasifica en el género Streptomyces mediante la dosificacién habitual,
que se clasifico en el género Streptoverticillium) (documento JP-A-64-27471, transglutaminasa derivada de
mamiferos tales como cobayas (documento JP-A-58-14964), transglutaminasa derivada de peces tales como
bacalao (Nippon Suisan Gakkaishi (Japanese Journal of Fisheries Science), Nobuo Seki et al., Vol. 56, n° 1, pag.
125 (1990)), y transglutaminasa existente en la sangre (a la que también se hace referencia como Factor XIlIl),
incluyendo ademas transglutaminasa obtenida mediante ingenieria genética (por ejemplo documentos JP-A-1-
300889, JP-A-5-199883, JP-A-6-225775 y WO 93/15234).

Como transglutaminasa para utilizar segin la invenciéon puede utilizarse cualquier transglutaminasa descrita
anteriormente. Sin embargo, se utiliza preferentemente la transglutaminasa derivada de microorganismos, porque la
transglutaminasa puede producirse comercialmente a gran escala y resultar facilmente disponible a bajo coste.

Ademas, alguna transglutaminasa requiere calcio para expresar su actividad (principalmente, la transglutaminasa
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calcio-dependiente), y otras transglutaminasas nunca necesitan calcio para expresar su actividad (principalmente la
transglutaminasa independiente del calcio). Cualquiera de estos tipos pueden utilizarse. En la presente memoria, se
manipula mas facilmente la transglutaminasa independiente de calcio que nunca requiere calcio.

Segun la invencion, la actividad de la transglutaminasa se mide por el siguiente procedimiento del hidroxamato y su
unidad se define también segun el procedimiento del hidroxamato. Especificamente, la transglutaminasa se aplica a
una solucién reactiva de sustratos benciloxicarbonil-L-glutamilglicina e hidroxilamina en tampoén Tris a una
temperatura de 37C y pH 6,0, para generar acido hidroxamico, que es modificado en un complejo férrico en
presencia de &cido tricloroacético. Entonces, se mide la absorbencia de la solucién reaccionante a 525 nm, para
determinar el acido hidroxamico generado, en una curva estandar. Entonces, la cantidad de la enzima que genera
1 ymol de acido hidroxamico en un minuto, se define como una unidad (1 U) de la actividad transglutaminasica
(documento JP-A-64-27471 y patente US n° 5.156.956).

Segun la invencion, puede utilizarse cualquier tipo de colageno. El colageno de cualquier material sin limitacién
especifica, puede utilizarse segun la invencién. Generalmente, el colageno se extrae de tejidos como huesos, piel,
cartilago, escamas, y de la vejiga aérea de animales y pescados y del marisco. Particularmente, es conocido que el
colageno del pescado y del marisco se disuelve bien en agua. Asi, el colageno es muy util para aplicaciones que
requieren la preparacion de la solucién de colageno a baja temperatura.

Para producir alimentos reestructurados, en particular, los procedimientos a baja temperatura son indispensables
desde el punto de vista del control higiénico y del control del deterioro de la calidad. De acuerdo con esto, el
colageno derivado del pescado y marisco es apropiado para la produccién de alimentos reestructurados, a causa de
que el colageno puede disolverse a baja temperatura. Se indica que dicho colageno genera una fuerza mas intensa
de union. Asi, preferentemente, el colageno derivado del pescado y marisco se utiliza para la preparacién enzimatica
de la invencion.

La composicion de aminoacidos del colageno es responsable de la solubilidad y de su temperatura de fusion. Se
dice que la solubilidad y su temperatura de fusion dependen del contenido de prolina e hidroxiprolina. Por tanto, son
representadas las composiciones aminoacidas de diversos tipos de colageno (A a E) y su relacién con la efectividad
en la union (ver tabla 1 y figura 1).

Tabla 1. Composiciones aminoacidas de varios colagenos (Relacion de residuos aminoacidos en nimero)

A B C D E
Hyp 95 9,8 9,6 53 538
Asp 438 46 46 5,1 53
Thr 1,7 1,8 1,8 2,4 2,4
Ser 3.6 33 33 6,3 5,0
Glu 73 72 73 7.2 75
Pro 12,2 11,9 12,6 10,4 111
Gly 34,2 335 33,8 36,0 36,0
Ala 10,4 11,1 11,3 11,1 10,9
Cys 0,0 0,0 0,0 0,2 0,3
val 2,2 23 23 1,9 1,7
Met 05 04 04 0,9 1,0

lle 1,1 1,2 1,1 1,1 1,1

Leu 2,5 2,7 2,5 2,1 1,9

Tyr 0,3 03 0,0 0,0 0,0

Phe 14 1,5 1,6 15 14

Lys 2,9 2,8 2,7 2,7 2,5

His 0,6 05 04 0,9 1,0

Arg 438 5,1 438 52 52
Total 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0
Hyp+Pro (%) 217 217 222 15,7 16,9

Consecuentemente, se encontrd que la fuerza de unién resultante del colageno con el nimero total de residuos de
prolina e hidroxiprolina al 0,1% o mas, a menos del 20% del numero total de residuos aminoacidos, fue tan grande
particularmente, que dicho colageno fue apropiado para utilizarlo en los alimentos reestructurados (documento
PCT/JP02/02840). El colageno con dicha composicion aminoacida se deriva del pescado y marisco.

Segun la invencion, el término colageno significa colageno extraido y purificado de tejidos de animales y pescados y
marisco. La extraccion y el procedimiento de descomposicién o el grado de modificaciéon del colageno resultante no
estan limitados especificamente. Durante el procedimiento de extraccion, el colageno se hidroliza en varios grados, y
por lo tanto, la distribucién ponderal molecular del colageno resultante es, frecuentemente, muy amplia. Segun la
invencion, el término colageno incluye la asi denominada gelatina en sentido estricto, que es una modificacién del
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colageno.

Ademas, el colageno no constituye necesariamente un producto purificado y puede contener parcialmente grasas,
hidratos de carbono, péptidos, aminoacidos y similares, a menos que estos inhiban la intencién ventajosa de la
invencion. Ademas, el colageno, segun la invencion incluye no sélo colageno de un (nico origen, sino también
colageno (que incluye gelatina) de origenes varios mezclados en una proporcién apropiada.

Muy caracteristicamente, la preparacién enzimatica de la invencién, contiene 3) una sustancia acida o alcalina que
cambia el pH de la preparaciéon enzimatica cuando se disuelve en una solucién a un intervalo de pH en el que la
expresion de la actividad transglutaminasica es suprimida, ademas 1) transglutaminasa, 2) colageno.

Cuando la preparacién enzimatica se disuelve en una solucién (la soluciéon es generalmente una solucién acuosa,
pero incluye también por ejemplo, materiales liquidos), mas especificamente, la sustancia acida o alcalina ajusta el
pH de la soluciéon a un intervalo de pH en el que la expresiéon de la actividad transglutaminasica se suprime,
principalmente un intervalo de pH 3 0 mas a menos que 5 o un intervalo de pH 10 o méas a pH 12 o menos.

A causa de que la transglutaminasa expresa dificultosamente su actividad en el intervalo de pH anteriormente
descrito, la solidificacién por enfriamiento de la solucién es suprimida. Por tanto, la capacidad del procesamiento
para producir productos alimenticios, tales como alimentos de tipo gel y reestructurados, puede mejorarse de forma
distinta.

Como sustancia acida o alcalina, puede utilizarse cualquier sustancia acida o alcalina capaz de ajustar la
preparacion enzimatica cuando se disuelve en una solucién a un intervalo de pH 3 a menos que 5 o a un intervalo de
pH 10 o mas, a pH 12 o inferior. Generalmente, las preparaciones enzimaticas se disuelven en agua para utilizarlas
en forma de una solucién de aproximadamente 10 a 25%. Por tanto, una sustancia acida o alcalina capaz de ajustar
una solucién acuosa de 10 a 25% de la preparacion enzimatica, a un intervalo de pH 3 0 mas a menos de pH 5,0 a
un intervalo de pH 10 o mas a pH 12 o menos, puede seleccionarse satisfactoriamente. Adicionalmente, pueden
utilizarse combinadas dos 0 méas de dichas sustancias acidas o alcalinas.

La sustancia alcalina (que cambia el pH a una region alcalina) incluye sales de sodio, potasio, calcio 0 magnesio de
acidos inorganicos, tales como acido fosférico y carbonico. Especificamente, la sustancia alcalina incluye carbonato
sédico, carbonato potasico, fosfato trisddico, polifosfato sodico, pirofosfato tetrasédico, fosfato tripotasico, pirofosfato
tetrasddico, pirofosfato tetrapotasico, sal sédica de glicina, sal potasica de glicina, hidroxido sédico, hidréxido
potasico, y oxido calcico (también se refiere a calcio calcinado).

Adicionalmente, la sustancia acida (que desplaza el pH a una regién acida), incluye acido citrico, acido adipico,
acido gluconico, acido acético, acido lactico, acido fumarico, acido malico, acido tartarico y acido sulfarico.

Sin embargo, estos ejemplos no son limitativos. Siempre que el objetivo de la invencion pueda alcanzarse, pueden
ser satisfactorias cualesquiera sustancias que ajusten el pH. Entre estas sustancias acidas o basicas
particularmente preferibles se incluyen acido citrico, acido malico, &cido tartarico, carbonato sodico, carbonato
potasico, fosfato trisddico, fosfato tripotasico, pirofosfato tetrasédico, pirofosfato, tetrapotasico, sal sédica de glicina,
sal potasica de glicina, hidroxido sodico, hidréxido potasico, y 6xido célcico (también se refiere a calcio calcinado).

Las cantidades de los elementos esenciales para la preparacién enzimatica de la invencion, principalmente 1)
transglutaminasa, 2) colageno y 3) dicha sustancia acida o alcalina, que van a mezclarse, no estan especificamente
limitadas, pero generalmente, por 1 g de la preparacion enzimatica, la transglutaminasa es de 1 U a 200 U,
preferentemente de 10 U a 150 U; y el colageno es de 0,1 g a 0,9 g, preferentemente de 0,2 g a 0,6 g.
Adicionalmente, cuando una sustancia acida o alcalina se mezcla con una cantidad para ajustar el pH inicial de la
preparacion enzimatica a un intervalo en el que la expresion de la actividad de la transglutaminasa se suprime, no
existe ninguna limitacion particular con un intervalo, principalmente, de pH 3 0 mas a menos que pH 5, 0 un intervalo
de pH 10 o mas a pH 12 o menos.

Para la preparacion enzimatica de la invencion, adicionalmente, los elementos 1) transglutaminasa, 2) colageno y 3)
dicha sustancia acida o alcalina, no se mezclan necesariamente en un contenedor, pero pueden situarse en un
conjunto de contenedores separados, que esta en forma de lo que se denomina “conjunto”. Segun la invencién,
pueden mezclare varios ingredientes apropiados, distintos a los elementos 1) transglutaminasa, 2) colageno y 3) la
sustancia acida o alcalina, que desplazan el pH de la preparacion enzimatica cuando se disuelven en una solucion a
un intervalo de pH en el que la expresion de la actividad transglutaminasa, se suprime.

La preparacion enzimatica puede contener, por ejemplo, los siguientes agentes de asociacién que se conocen por
su utilizacién en los productos alimenticios: sacaridos tales como lactosa, sacarosa, maltosa, maltitol, sorbitol y
trehalosa, dextrina, dextrina ramificada, ciclodextrina, engrosantes tales como almidones, polisacaridos, gomas,
pectina, agar, carrageenina, y acido alginico; y similares.

Adicionalmente, la preparacion enzimatica puede contener caseinas, varias proteinas animales y proteinas
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vegetales como proteina de soja y proteina de trigo.

Adicionalmente, todavia, la preparacion enzimatica puede mezclarse apropiadamente con condimentos, azlcar
purificado, especias, colorantes, agentes que propicien el color, acidos organicos tales como acido ascérbico y sus
sales, emulsificantes, aceites y grasas, microparticulas de diéxido de silicona y similares.

Para la utilizacion como liquido de decapado, ademas, los ingredientes anteriormente mencionados, pueden no
mezclarse necesariamente en la preparacion enzimatica, pero pueden afiadirse a un liquido de decapado de forma
separada de la preparacion enzimatica de la invencion.

El procedimiento para producir productos alimenticios tales como alimentos de tipo gel y reestructurados, que utiliza
la preparacion enzimatica de la invencién, se describe a continuacion. La caracteristica mas significativa de la
invencion es el control de la viscosidad de una solucién que contiene transglutaminasa y colageno, ajustando el pH
de la solucién a un intervalo de pH 3 0 méas, a menos que pH 5, o de un intervalo de pH 10 o mas a pH 12 o menos.

Esto puede describirse sobre la base de la dependencia del pH y de la estabilidad de la actividad transglutaminasica.
La figura 2 muestra, en el grafico que expresa la dependencia del pH, que el pH 6ptimo de la transglutaminasa es el
pH 5 al pH 8, y que la expresion de la actividad de transglutaminasa se reduce por fuera del intervalo de pH,
indicando aparentemente un progreso extremadamente pobre de la reaccion de transglutaminasa. Sin embargo, se
centro asimismo la atencion en el hallazgo que se muestra en el gréafico de la estabilidad del pH en la figura 2, en el
gue la estabilidad de la transglutaminasa se conservé bastante bien en un intervalo externo al intervalo de pH
optimo, particularmente en la regién alcalina. En otras palabras, cuando el pH de la solucion se desplaza a un
intervalo de pH en el que la expresion de la actividad transglutaminasica se suprime mucho y se retrodesplaza
entonces a la region de pH 6ptimo de la actividad de transglutaminasa, después de llevar a cabo una operacion tal
como la dispersién al material alimenticio, tiene lugar una reaccién de transgluraminasa. De tal forma, los problemas
de la técnica relacionada pueden superarse, y por lo tanto, pueden obtenerse las ventajas satisfactorias.

Cualquier procedimiento de cambio de pH puede ser satisfactorio, sin limitacion, siempre que el procedimiento
permita el cambio a un intervalo de pH donde pueda obtenerse actividad de transglutaminasa. El procedimiento de
desplazamiento de pH incluye, por ejemplo, una etapa de mezclado de la solucién con un material alimenticio con un
efecto tampon del pH. La carne comestible como ternera, cerdo, carne de ave, carne de pollo y de pescado, asi
como también los fluidos que se denominan generalmente jugos tales como liquidos, sangre, liquidos tisulares, etc.
de los animales, tienen efectos tampdn de pH muy importantes.

Disolviendo la preparacién enzimatica en una solucion y mezclando la soluciéon sometida a la supresion de la
solidificacion por enfriamiento, con materiales alimenticios, el pH puede entonces cambiarse al 6ptimo intervalo de
pH (pH 5 0 més, a pH 8 0 menos), para progresar en la reaccion enzimatica. De tal forma, los productos alimenticios
deseados, por ejemplo alimentos de tipo gel y alimentos reestructurados, pueden producirse.

Tal como se ha descrito anteriormente, la solidificacion por enfriamiento de la solucién puede suprimirse en el
intervalo de pH en el que la expresién de la actividad transglutaminasica se suprime. Cuando la carne de cerdo y
similares se afiaden a y se mezclan con la solucion, el efecto de tampén pH de la carne de cerdo y similares pueden
ajustar la mezcla resultante a pH entre 5 y pH 8. Inyectando un liquido de decapacién que contiene la preparacion
enzimatica de la invencion, en materiales alimenticios para jamones, tocinos y cerdo rustido, pueden procurarse
ademas idéntico efecto, involucrando la recuperacion de productos de misculos enteros producidos sin utilizar carne
picada (jamon, tocino, cerdo rustido, etc.) de alta calidad.

Cuando un material alimenticio no tiene tal efecto tamp6n de pH distinto a la carne de bovino o vacuno, la adiciéon de
una sustancia acida o alcalina o, de un material alimenticio tratado con acidos o alcalis, puede neutralizar la
solucion. Afadiendo dicho material alimenticio a la solucién, por ejemplo, puede producirse de forma razonable un
alimento tipo gel dispersando en ella materiales frescos o secos. Sélo si la solucién puede neutralizarse tal como se
ha descrito anteriormente, puede afadirse cualquier material alimenticio sin limitacion especifica de su forma o
tamafio, o de si esta en forma liquida o sélida.

Como material alimenticio, segin la invencién, puede utilizarse no soélo la carne denominada comestible como
ternera, cerdo, carne de caballo, de carnero, de cabra, de aves de corral y de pollo, sino también varios pescados,
mariscos, especies de crustaceos tales como camarones, cangrejos, especies de moluscos tales como calamares y
pulpos y huevos de pescado tales como piezas de salmon y piezas de salmén en forma de filete, de forma separada.
No es necesario decir qué materiales alimentarios distintos a los descritos anteriormente, pueden utilizarse también,
o dos o mas de dichos materiales alimenticios pueden utilizarse satisfactoriamente en combinacion.

A causa de que el efecto sobre la supresion de la reaccion de transglutaminasa y el efecto sobre la aceleracion de la
reaccion mediante el ajuste del pH, dependen de la temperatura, la cantidad de transglutaminasa, el tipo y cantidad
de una proteina substrato, el tiempo de reaccion y similares, el efecto resultante depende de cada una de las
condiciones de la produccion. Dependiendo de cual es el tipo de producto final que se desea, se determinaran varias
condiciones anteriormente descritas.
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Uno de los productos alimenticios para los que la invencién resulta mas eficaz, es el alimento reestructurado. En
otras palabras, el alimento se produce uniendo piezas de carne. La produccion del producto reestructurado se
describe a continuacién con mayor detalle.

El procedimiento de produccion del alimento reestructurado se divide en dos grupos: uno €s un proceso
(procedimiento de disoluciéon en el agua) de disolucion de una preparacién enzimatica para adhesion en una
solucion (agua o materiales liquidos o similares), afiadiendo la mezcla resultante de tipo pasta a materiales solidos,
para moldeo y adhesién; y el otro es un proceso (procedimiento de rociado en polvo) o de adicion directa de una
preparacion enzimatica para unir a materiales alimenticios sélidos, sin disolucién de la preparaciéon enzimatica en
ninguna solucién (agua o materiales liquidos o similares).

En primer lugar se describe el procedimiento de disolucion acuosa utilizando la preparacion enzimatica de la
invencion. En la primera etapa, disolviendo en agua o similares la preparacion enzimatica que contiene 1)
transglutaminasa, 2) colageno y 3) una sustancia acida o alcalina que desplaza el pH de la preparacion enzimatica
cuando se disuelve en una solucion a un intervalo de pH en el que la expresién de la actividad de transglutaminasa
se suprime, ajustandose la solucién resultante a un intervalo de pH 3 0 mas a menos que pH 5, o un intervalo de pH
10 o mas, a pH 12 o0 menos. En el intervalo de pH, la expresion de la actividad de transglutaminasa se suprime, y no
se lleva a cabo la solidificacion por enfriamiento.

Entonces, los materiales alimenticios tales como ternera, se mezclan con la solucién (materiales liquidos). A causa
de que tales materiales alimenticios tienen un efecto tamp6n de pH, el pH de la mezcla resultante se desplaza a un
intervalo de pH en el que la actividad de transglutaminasa se expresa, principalmente en un intervalo de pH 5 0 mas,
a pH 8 o menos, mediante su adicidon y mezcla. Cuando el pH no alcanza nunca el intervalo de pH 5 o mas al pH 8 o
menos, incluso después de la adicién y mezcla de los materiales alimenticios, se afiade un reactivo para el ajuste del
pH, para desplazar el pH de la mezcla a un intervalo éptimo de pH para la reacciéon de transglutaminasa,
principalmente a un intervalo de pH 5 o0 mas, al pH 8 o menos.

Generalmente, la reaccion de transglutaminasa puede realizarse de forma satisfactoria entre 0°y 55C durante 10
segundos a 24 horas. Naturalmente, la condicidn reactiva no es limitante. Tal como se ha descrito anteriormente,
empieza la reaccion de transglutaminasa, de forma que puede obtenerse un producto alimenticio reestructurado.

Para dicha produccién, la preparacién enzimatica de la invencién se utiliza lo mas apropiadamente. Sin embargo 1)
transglutaminasa, 2) colageno y 3) la sustancia acida o alcalina que desplaza el pH de la preparacion enzimatica a
un intervalo de pH en el que la expresion de la actividad de transglutaminasa se suprime, pueden adquirirse
satisfactoriamente y utilizarse separadamente. En este caso, la transglutaminasa, el colageno y la sustancia acida o
alcalina se mezclan conjuntamente pues permanecen en forma de polvo; y entonces, la mezcla resultante se
disuelve en una solucion tal como agua, satisfactoriamente. De otro modo, las sustancias individuales se disuelven
primero en agua y similares, y entonces, las soluciones resultantes se mezclan juntas, de modo satisfactorio.
Disolviendo el colageno en agua y similares, adicionalmente, una sustancia &cida o alcalina se utiliza
satisfactoriamente para ajustar el pH de la solucién resultante, a la que se afiade la transglutaminasa.

De forma muy importante, el pH de la solucién se desplaza al intervalo de pH (un intervalo de pH 3 0 mas a menos
qgue pH 5, o un intervalo de pH 10 o0 mas a pH 12 o menos), donde la actividad transglutaminasica se suprime.

Los procedimientos siguientes son idénticos a aquellos en el caso de que se emplee la preparacién enzimatica.
Especificamente, la solucién y los materiales alimenticios se mezclan conjuntamente, para ajustar la mezcla
resultante al intervalo de pH donde se expresa la actividad de transglutaminasa, principalmente el intervalo de pH 5
o mas al pH 8 o menos, para que la reaccion de transglutaminasa progrese para obtener los alimentos
reestructurados.

Los procedimientos de rociado pulverulento que utilizan la preparacion enzimatica de la invencion, se describen a
continuacion. Los procedimientos de rociado pulverulento presentan una caracteristica distinta de los procedimientos
de solucién acuosa porque la preparacion enzimatica sin disolucion se rocia directamente sobre los materiales
alimenticios, a los que la preparacion enzimatica por si misma tiene la intencién de adherirse. Cuando la preparacion
enzimatica se afiade directamente a materiales alimenticios tal como se ha descrito anteriormente, el pH de las
superficies que se adhieren una a otra cambia al intervalo de pH apropiado para la reaccion de transglutaminasa
mediante sus efectos de tampdn pH. Asi, se forma un gel mas fuerte, para alcanzar una fuerza mas potente de
union.

Como preparacion enzimatica, puede utilizarse una preparacién enzimatica que contiene 1) transglutaminasa, 2)
colageno y 3) una sustancia alcalina que desplaza la preparacién enzimatica cuando se disuelve en una solucién a
un intervalo de pH 9 o mas, a pH 12 o0 menos, afiadiéndola a esta preparacion enzimatica para su utilizaciéon en los
procedimientos de solucién acuosa. Sin embargo, la preparacion enzimatica puede utilizarse solo para los
procedimientos de rociado pulverulento incluyendo una etapa de adicién directa de la preparacion enzimatica a los
materiales alimenticios. La sustancia alcalina incluye, por ejemplo, carbonato soédico, carbonato potasico, fosfato
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trisédico, fosfato tripotasico, pirofosfato tetrasodico, pirofosfato tetrapotasico, sal sddica de glicina, sal potasica de
glicina, hidréxido sédico, hidroxido potasico y 6xido calcico (calcio calcinado).

Después de que estas preparaciones enzimaticas se mezclen con materiales alimenticios en bruto, debe llevarse a
cabo la reaccién de transglutaminasa. Las condiciones para la reaccién transglutaminasica no estan asi limitadas,
pero incluyen generalmente de 0°a 55T durante 10 segundos a 24 horas, de forma satisfactoria. De tal forma,
puede obtenerse el alimento reestructurado.

Segun la invencion, ademas, la preparacion enzimatica que contiene 1) transglutaminasa, 2) colageno y 3) una
sustancia acida o alcalina que desplaza el pH de la preparacion enzimatica cuando se disuelve en una solucién a un
intervalo de pH en el que la expresién de la actividad transglutaminasica se suprime, se puede utilizar tanto para los
procedimientos de disolucién acuosa como para los de rociado pulverulento. De este modo, la preparacion
enzimatica posee una amplia aplicabilidad. Adicionalmente, la preparacidon enzimatica genera una fuerza de unién
muy intensa.

La preparacion enzimatica se utiliza preferentemente de una forma Unica para producir el alimento reestructurado
mediante los procedimientos de rociado pulverulento. Sin embargo, 1) transglutaminasa, 2) colageno, y 3) una
sustancia acida o alcalina que cambia el pH de la preparacion enzimatica cuando se disuelve en una solucién a un
intervalo de pH en el que la expresion de la actividad transglutaminasica es suprimida, puede ser adquirida
satisfactoriamente de modo separado, para producir alimentos reestructurados mediante los procedimientos de
rociado pulverulento.

Alternativamente, 1) transglutaminasa, 2) colageno y 3) una sustancia alcalina que cambia el pH de la preparacion
enzimatica cuando se disuelve en una solucién a un intervalo de pH de pH 9 o mas a pH 12 o menos, puede ser
también separadamente adquirida de forma satisfactoria, para producir alimento reestructurado mediante el
procedimiento de rociado pulverulento.

Segun la invencién, la preparacion enzimatica que contiene 1) transglutaminasa, 2) colageno y 3) una sustancia
acida o alcalina que cambia el pH de la preparacién enzimatica cuando se disuelve en una solucién a un intervalo de
pH en el que la expresion de la actividad transglutaminasica es suprimida, se utiliza para producir alimentos
reestructurados tal como se ha descrito anteriormente. Adicionalmente, la preparacién enzimatica puede utilizarse
para producir alimentos de tipo gel distintos que los reestructurados. Los alimentos tipo gel incluyen por ejemplo
gelatinoso (que incluyen gelatinas muy estables térmicamente y gelatinas que contienen piezas de material tales
como piezas vegetales y piezas de fruta): gelatinas azucaradas en granulos; golosinas gomosas; y productos
alimenticios como aletas de tiburdn. Adicionalmente, la preparacién enzimatica puede utilizarse para producir
liguidos de decapado y productos musculares enteros sin utilizar carne picada (jamén, tocino, cerdo rustido, etc.),
preparados utilizando liquidos de decapado.

Para la producciéon de cualquiera de los alimentos reestructurados, alimentos tipo gel, y productos musculares
enteros sin utilizar carne picada preparados utilizando liquidos de decapacion, generalmente, se utiliza la
transglutaminasa en una cantidad de 0,001 U a 100 U, preferentemente de 0,01 U a 10 U, utilizandose el colageno
en una cantidad de 0,0001 g a 0,9 g, preferentemente de 0,001 g a 0,5 g por 1 g de un producto final segun la
invencioén. Incluso en el caso de utilizar transglutaminasa y colageno en combinacion en forma de una preparacion
enzimatica o separadamente, la transglutaminasa y el colageno se utilizan satisfactoriamente en los intervalos
cuantitativos.

Breve descripcion de las figuras
La figura 1 muestra la fuerza de unién que resulta de la utilizacién de varios tipos de colageno.
La figura 2 muestra la dependencia del pH y la estabilidad de la actividad transglutaminasica.
Mejor modo de poner en practica la invencién

La invencion se describe a continuacion con mayor detalle en los ejemplos siguientes. Obviamente el alcance
técnico de la invencién no se limita a estos ejemplos.

Ejemplo 1: Medicién del tiempo de solidificacién por enfriamiento utilizando colageno de pescado.

Una transglutaminasa comercialmente disponible (“Activa” TG, con una actividad especifica de producto de 1.000
U/g, preparada por Ajinomoto Co., Inc.), derivada del género Streptomyces (Streptomyces mobaraensis IFO 13819)
se utiliz6 como transglutaminasa. Adicionalmente el colageno de pescado “HMW Fish Gelatin” (bajo denominacién
comercial), preparado por Kenny & Ross Ltd., se utilizd6 como colageno de pescado, “APH-250" (bajo denominacién
comercial) preparado por Nitta Gelatin Co., se utiliz6 como colageno animal.

Se afiadié agua (24 g) al colageno del pescado “HMW Fish Gelatin” preparado por Kenny & Ross Ltd. (3,2 g; bajo
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nombre comercial; éste incluye el término Gelatin pero en la presente memoria, se hace referencia al producto como
colageno de pescado), para disolver el colageno a temperatura ambiente. La solucion resultante se ajusto a los pH
individuales que se muestran a continuacioén en la tabla 2 con una solucién acuosa al 27% de hidroxido sédico o de
acido clorhidrico concentrado. A las soluciones resultantes con el ajuste de pH se les afiadié transglutaminasa (0,48
g) disuelta en 8 g de agua, durante 10 segundos con agitacion para medir los pH de las mezclas. Con un redmetro
fabricado por Haake GmbH & Co., entonces, el médulo de almacenamiento y el médulo de pérdida se midieron a
intervalos después de la adicién de transglutaminasa, para determinar el tiempo de solidificacién por enfriamiento
cuando el modulo de almacenamiento coincidia con el mddulo de pérdida. Como control, se afadid la
transglutaminasa a una solucion acuosa del colageno de pescado (HMW Fish Gelatin) sin ajuste de pH, para la
determinacién del tiempo de solidificacién por enfriamiento de la misma forma que se ha descrito anteriormente. Los
resultados se muestran en la Tabla 2.

Tabla 2, dependencia del pH del tiempo de solidificacion por enfriamiento con colageno de pescado y
transglutaminasa.

PH de mezclas de colageno de pescado y transglutaminasa  Tiempo de solidificacion por enfriamiento (minutos)

2,5 > 60
3 > 60
4 30
6 <1
7 <1
8 1
9 3

9,5 4
10 10
11 > 60
12 > 60

Control (pH 5) 3

Tal como se muestra en la Tabla 2, la solucién acuosa del colageno de pescado podria retrasar la solidificacién por
enfriamiento mediante la reaccién transglutaminasica, cuando la soluciéon acuosa del colageno de pescado se ajusté
a un intervalo de menos de pH 5 o0 a un intervalo de pH 10 o0 mas.

Ejemplo 2. Tiempo de medicién de la solidificacién p or enfriamiento utilizando colageno animal.

Se afiadié agua (24 g) al colageno animal (“APH-250" preparado por Nitta Gelatin Co.; 3,2 g), para disolver el
colageno en un bafo acuoso a 40C. La solucién resu ltante se ajusté al pH individual que se muestra en la Tabla 3
con una solucién acuosa de hidroxido sddico al 27%, o con &cido clorhidrico concentrado. A las soluciones
resultantes con pH ajustado se les afiadi6 la misma transglutaminasa (0,48 g; “Activa” TG con una actividad
especifica de 1.000 U/g producto, preparada por Ajinomoto Co., INC.), tal como se utilizé en el Ejemplo 1, después
de la disolucién en 8 g de agua durante 10 segundos con agitacion para medir los pH de las mezclas. Con un
redmetro fabricado por Haake GmbH & Co., el médulo de almacenamiento y el de pérdida se midieron entonces a
40T a intervalos, después de la adicion de transglutaminasa, para determinar el tiempo de disolucién por
enfriamiento cuando el médulo de almacenamiento coincidié con el médulo de pérdida. Como control, se afiadié la
transglutaminasa a una solucién acuosa del colageno animal (APH-250) sin ajuste de pH, para la determinacion del
tiempo de disolucion por enfriamiento de la misma forma que se ha descrito anteriormente. Los resultados se
muestran en la Tabla 3.

Tabla 3: Dependencia del pH del tiempo de disolucion por enfriamiento con colageno animal y transglutaminasa.

PH de mezclas de colageno de animal y transglutaminasa Tiempo de disolucién por enfriamiento (minutos)

2,5 > 60
3 > 60
4 6
6 1
7 1
8 2
9 2,5
10 5
11 37
12 > 60

Control (pH 5) 3,5

Tal como se muestra en la Tabla 3, la solucion acuosa del colageno animal podria retrasar la disolucién por
enfriamiento mediante la reaccién de transglutaminasa, como la solucion acuosa del colageno de pescado, cuando
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la solucién acuosa del colageno animal se ajust6 a un intervalo de menos del pH 5, 0 a un intervalo de pH 10 0 mas.
A pH 4 y pH 10, sin embargo, el colageno del pescado podria retrasar durante mas tiempo la disolucién por
enfriamiento.

Ejemplo 3: Produccion de cerdo reestructurado con tra nsglutaminasa y colageno de pescado (mediante el
procedimiento de solucién acuosa).

Se disolvieron 6 g del colageno de pescado utilizado en el Ejemplo 1, en 50 g de agua, para llevar a cabo el ajuste
del pH con una solucién acuosa al 27% de hidréxido sédico o de acido clorhidrico concentrado al pH individual que
se muestra a continuaciéon en la Tabla 4. A las soluciones del colageno se les afadieron 0,9 g de la misma
transglutaminasa (“Activa” TG con una actividad especifica de 1.000 U/g producto, preparado por Ajinomoto Co.,
Inc.), tal como se utiliza en el Ejemplo 1 disuelta en 10 g de agua, durante 10 segundos con agitacion para la
medicién del pH, seguido por la conservacion de las soluciones resultantes durante 10 minutos para confirmar la
presencia o ausencia de la disolucién por enfriamiento.

Cuando la solucién de mezcla no se solidifica incluso 10 minutos después, un total de 300 g de piezas de muslo de
cerdo (alrededor de un cubo de 2 cm) se afiadieron y se mezclaron suficientemente con 13,4 g de la solucion de la
mezcla, de forma que la mezcla de colageno y transglutaminasa pudiera mezclarse totalmente con las piezas de
carne. La actividad de transglutaminasa utilizada entonces fue de 0,6 U por un gramo del producto final, mientras
que el colageno de pescado se utilizé en una cantidad de 0,004 g por un gramo del producto final.

Rellenando la mezcla resultante en un tubo provisto de una carcasa con una anchura de plegado de 75 mm, el tubo
con carcasa se mantuvo a 5C durante 2 horas, para llevar a cabo la reaccion de transglutaminasa. Después de la
reaccion, el tubo con carcasa se situ6 en un congelador a -40C, y se guardd bajo congelacion hasta qu e se realizd
una evaluacién. Como control, se utilizé una solucién acuosa del colageno de pescado sin ajuste del pH.
Inmediatamente después de la adicién de la transglutaminasa a la solucidon acuosa del colageno del pescado, se
preparé mediante idénticos procedimientos el cerdo reestructurado.

El cerdo reestructurado bajo congelacién se cortd en lonchas de 9 mm de grosor y de 2,5 cm de anchura: después
de descongelacion, la fuerza de unién se midioé con un analizador de textura fabricado por Stable Micro Systems, Co.
Los resultados se muestran en la Tabla 4.

Tabla 4. Dependencia del pH de la fuerza de unién con transglutaminasa y colageno de pescado

PH de mezclas de pescado coldgeno y transglutaminasa _ Fuerza de adhesion (g/cm”)

2,5 19
3 150
4 157
6 -(gelificada)
7 -(gelificada)
8 -(gelificada)
9 -(gelificada)
10 169
11 115
12 105
12,5 0
Control (pH 5) 89

En el caso de que en la solucién acuosa de colageno no se hubiera efectuado ajuste de pH, especificamente la
mezcla se solidific6 mediante la reaccion de transglutaminasa, antes de que se afiadiera la mezcla a las piezas de
cerdo, de forma que la mezcla no pudo utilizarse para la produccién de ningiin alimento reestructurado.

Mediante el ajuste de pH de la solucion acuosa de colageno, a un intervalo de pH 3 a pH 4, 0 a un intervalo de pH
10 a pH 12, la mezcla resultante podria conservar las propiedades fisicas apropiadas para realizar la mezcla con las
piezas de cerdo durante un tiempo suficiente para que los procedimientos de mezclado fueran suficientes y que
también se pudiera alcanzar suficiente fuerza de unién en el producto final.

Adicionalmente, se midi6 el pH después de la mezcla con las piezas de cerdo. El pH de la superficie de la carne en
cualquiera de los lotes experimentales, cambi6 de pH 5 a pH 7. En todos los lotes experimentales con las piezas de
carne mezcladas, el pH cambio al intervalo de pH en el que la reaccion transglutamindsica se expresa a través de la
mezcla con las piezas de carne. En los lotes experimentales con las soluciones acuosas de colageno a pH 2,5 y pH
12,5, la transglutaminasa se inactivd antes de la mezcla con las piezas de carne, de forma que la fuerza de unién
mediante la reaccion de transglutaminasa, fue escasa o nula.
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Ejemplo 4: Produccion de ternera reestructurada con t ransglutaminasa y colageno de pescado
(procedimientos de rociado pulverulento).

Segun la tabla 5 a continuacién que muestra composiciones, se prepararon seis tipos de preparaciones enzimaticas.
Las preparaciones enzimaticas se depositaron en la superficie de piezas de carne de muslo de ternera (cubos de
aproximadamente 2 cm); dos de dichas piezas de carne se adhirieron proximas a las superficies, depositandose una
de las preparaciones enzimaticas, seguido por el sellado al vacio. La cantidad de la transglutaminasa que se utilizé
entonces fue de 0,64 U por un gramo del producto final, mientras que el colageno de pescado se utilizé en una
cantidad de 0,003 g por un gramo del producto final.

Como control, se utilizd una preparacion enzimatica sin mezcla de carbonato sédico (preparacion enzimatica 1 en la
Tabla 5 a continuacion).

El colageno de pescado que se utilizé en el ejemplo 1 y la transglutaminasa que se utilizé en el ejemplo 1 (“Activa”
TG con una actividad especifica de 1.000 U/g, producto preparado por Ajinomoto Co., Inc.), se utilizaron como el
colageno y la transglutaminasa respectivamente.

Después de conservar las piezas de ternera resultantes a 5C durante 2 horas para llevar a cabo la reaccién de
transglutaminasa, se midio la fuerza de union de las dos piezas de carne con un analizador de textura fabricado por
Stable Micro Systems, Co., Ltd. en un ensayo de tensién (Tabla 6). Aqui, la Tabla 6 muestra los pH de las
superficies carnicas con estas preparaciones enzimaticas, junto con los pH de las soluciones acuosas al 20% de las
preparaciones enzimaticas individuales.

Tabla 5. Composiciones de preparaciones enzimaticas

Proporcién de composicién (% en peso)

Materiales 1 2 3 4 5 6
(control)

Transglutaminasa 6 6 6 6 6 6

Colageno del pescado 30 30 30 30 30 30

Lactosa 64 63 62 61 59 54

Carbonato sédico 0 1 2 3 5 10

Total 100

Tabla 6. Relacion de la fuerza de unién de la ternera reestructurada utilizando varias preparaciones enzimaticas con
los pH (de las soluciones acuosas de las preparaciones enzimaticas y de las superficies carnicas reestructuradas).

1 2 3 4 5 6
(control)
Fuerza de unién (g/cm?) 241 280 320 428 395 329
pH de la solucién acuosa al 20% de la preparacion enzimatica 5,3 9,5 99 10,2 10,5 10,8
pH de la superficie carnica 55 5,9 6,2 6,7 7,1 7,8

con enzima
preparacion depositada

Las preparaciones enzimaticas en los lotes experimentales 2 a 6 cuando se disuelven en agua mostraban un pH de
9 0 mas, o a mas pH 12 o menos. Cuando se depositaron en las piezas carnicas, las superficies de las piezas de
carne cambiaron a un intervalo de pH de 5 0 mas a pH 8 o menos, principalmente el intervalo de pH en el que la
reaccion transglutaminasica se llevé a cabo mediante su efecto tampén de pH. A causa de que los niveles de la
fuerza de unién en cualquiera de los lotes experimentales eran superiores a los del lote 1 de control, las
preparaciones enzimaticas que contenian la sustancia alcalina, potenciaron la fuerza de unién en un grado mas alto
gue la preparacion enzimatica que no contenia a dicha sustancia alcalina.

Aplicabilidad industrial

Segun la invencién, la disolucién por enfriamiento inmediato de una solucion de transglutaminasa y colageno
mezcladas, puede suprimirse, para mejorar la capacidad de procesamiento de la produccion de los productos
alimenticios tales como los alimentos reestructurados. Utilizando la preparacién enzimatica de la invencién
adicionalmente, los materiales alimenticios pueden adherirse conjuntamente de forma intensa. Una forma de
realizacién de la preparacion enzimatica segin la invencion puede utilizarse para tanto realizar el procedimiento de
disolver la preparacion enzimatica en agua, como el de utilizar un material liquido para preparar uno de tipo pasta
para utilizarlo como aglomerante (procedimientos de solucidon acuosa), y también el procedimiento de rociar
directamente la preparacién enzimatica sobre un material alimenticio sélido para llevar a cabo la unién
(procedimientos de rociado pulverulento). Por tanto, dicha preparacién enzimatica es muy Uutil como una preparacion
enzimatica con una amplia aplicabilidad.
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REIVINDICACIONES

1. Preparacion enzimatica que comprende 1) transglutaminasa, 2) colageno y 3) una sustancia acida o alcalina que
desplaza el pH de la preparacion enzimatica, cuando se disuelve en una solucién, a un intervalo de pH en el que la
expresion de la actividad de la transglutaminasa es suprimida.

2. Preparacion enzimatica segun la reivindicacion 1, en la que el intervalo de pH en el que la expresion de la
actividad de la transglutaminasa se suprime cuando la preparacién enzimatica se disuelve en la solucion, es pH 3 o
mas a menos de pH 5 o pH 10 o méas a pH 12.

3. Preparaciéon enzimatica segun la reivindicacion 1, en la que la sustancia acida o alcalina es una o mas
seleccionadas de entre acido citrico, acido malico, acido tartarico, carbonato sddico, carbonato potasico, fosfato
trisddico, fosfato tripotasico, pirofosfato tetrasodico, pirofosfato tetrapotasico, sal sodica de glicina, sal potasica de
glicina, hidroxido sédico, hidréxido potasico, y éxido calcico.

4. Preparacion enzimatica segun la reivindicacion 1, en la que el colageno se deriva del pescado o del marisco.

5. Preparacion enzimatica que comprende 1) transglutaminasa, 2) colageno y 3) una sustancia alcalina que
desplaza el pH de la preparacion enzimatica, cuando se disuelve en una solucién, a un intervalo de pH 9 o mas a pH
12 o menos, mezclandose directamente con un material alimentario.

6. Preparacion enzimatica segin la reivindicacion 5, en la que la sustancia alcalina o acidas es una o mas
seleccionadas de entre carbonato sddico, carbonato potasico, fosfato trisddico, fosfato tripotasico, pirofosfato
tetrasddico, pirofosfato tetrapotasico, sal sédica de glicina, sal potasica de glicina, hidroxido sédico, hidréxido
potasico e hidréxido calcico y 6xido calcico.

7. Preparacion enzimatica segun la reivindicacién 5, en que el colageno se deriva del pescado o marisco.

8. Procedimiento para producir un producto alimenticio, que comprende una etapa de disolucién de la preparacion
enzimatica segun la reivindicacién 1 en una solucién, una etapa de desplazamiento del pH de la solucién resultante
a un intervalo de pH en el que la expresién de la actividad transglutaminasica se suprime, y una etapa subsiguiente
de mezcla de la solucién y un material alimenticio para retrodesplazar el pH de la mezcla resultante a un intervalo de
pH en el que la actividad de la transglutaminasa se expresa realizandose a continuacion cual una reaccion
transglutaminasica.

9. Procedimiento para producir un producto alimenticio segun la reivindicacion 8, en el que el intervalo de pH en el
gue la expresion de la transglutaminasa se suprime es pH 3 0 mas a menos que pH 5 o pH 10 o mas a pH 12 o
menos.

10. Procedimiento para producir un producto alimenticio segun la reivindicacion 8, en el que el intervalo de pH en el
que la actividad de la transglutaminasa se expresa es pH 5 0 mas a pH 8 0 menos.

11. Procedimiento para producir un producto alimenticio segun la reivindicacion 8, en el que el producto alimenticio
es un alimento de tipo gel o un alimento reestructurado.

12. Procedimiento para producir un producto alimenticio, que comprende una etapa de mezclar directamente la
preparacion enzimatica segun la reivindicacion 1 o 5, a los materiales alimenticios, sin disolver la preparacion
enzimatica en una solucidn, para llevar a cabo la reaccién de transglutaminasa.

13. Procedimiento para producir un producto alimenticio segun la reivindicacion 12, en el que el producto alimenticio
es un producto reestructurado.

14. Procedimiento para producir un producto alimenticio, que comprende una etapa de disolucién de la preparacion
enzimatica segun la reivindicacion 1 en una solucién, una etapa de desplazamiento del pH de la solucién resultante
a un intervalo de pH en el que la expresién de la actividad transglutaminasica se suprime, y una etapa subsiguiente
de inyectar la solucién resultante en un material alimenticio realizandose a continuacién una reaccion de
transglutaminasa.

15. Procedimiento para producir un producto alimenticio segun la reivindicacion 14, en el que el intervalo de pH en el
que la expresion de la actividad transglutaminasica se suprime es pH 3 0 mas a menos que pH 5 o pH 10 0o mas a
pH 12 0 menos.

16. Procedimiento para producir un producto alimenticio segun la reivindicacion 14, en el que el producto alimenticio
es un producto muscular entero producido sin utilizar carne picada.

17. Procedimiento para producir un producto alimenticio, que comprende una etapa de disolver en una solucién tres
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componentes de 1) transglutaminasa, 2) colageno y 3) una sustancia acida o alcalina que desplaza el pH de la
solucion resultante a un intervalo de pH, en el que la expresién de la actividad de la transglutaminasa se suprime, y
una etapa de mezclamiento de materiales alimenticios con la solucion resultante para retrodesplazar el pH de la
mezcla resultante a un intervalo de pH en el que la actividad de la transglutaminasa se expresa, realizandose a
continuacion una reaccion de transglutaminasa.
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Fuerza de unién utilizando wvarios tipos de colagenos
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