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DESCRIPCION

Preparacion enziméatica para la adherencia y procedimiento de producciéon de un producto alimenticio moldeado por
adherencia.

Campo técnico

La presente invencion se refiere a una preparacion enzimatica para ligazén y a un procedimiento de produccion de
un alimento conformado y ligado.

Técnica anterior

Se han realizado muchos informes con respecto a una tecnologia para la ligazon y el conformado de un material
alimenticio, utilizando una transglutaminasa.

La patente japonesa n°® 1927253 da a conocer una tecnologia para la produccién de un alimento conformado y
ligado, utilizando sélo una transglutaminasa. La invencion consistié en una tecnologia avanzada que desarrollé una
nueva utilizacién de la transglutaminasa pero, debido a la falta de poder obtener una fuerza suficiente de ligazon, se
realizaron muchos estudios relativos a la utilizacion combinada con varios componentes, para poder utilizar
practicamente la tecnologia.

Asimismo, cada una de las patentes japonesas n° 3353383 y n° 3353503 dan lugar a una invencién con respecto a
un alimento conformado y ligado, obtenido combinando una transglutaminasa y caseinas, que se utilizan como un
sustrato para la transglutaminasa. Estos procedimientos son ampliamente aplicables a materiales alimenticios que
incluyen carnes de pescado, tales como calamares, mariscos, como cangrejos, huevos de salmén (ikura), huevos de
arenque (sujiko) y huevos de bacalao, sin limitacion para las carnes animales. Asimismo, ya que estos
procedimientos permitieron el ligazén de alimentos crudos, estas invenciones se refieren a un procedimiento para el
conformado y el ligazon que no influya sobre el sabor y el olor, y que es ampliamente versatil.

Mientras tanto, debido a recientes problemas de alergia a los alimentos, una proteina de origen lacteo no se utiliza,
en algunos casos, en los alimentos procesados. Por tanto, los procedimientos de ligazon que utilizan una
combinacién de una transglutaminasa y una proteina distinta a las caseinas, también se han estudiado.

La patente japonesa n°® 3407599 da a conocer un procedimiento de ligazén y conformado que utiliza colageno y una
transglutaminasa como principios activos, sin utilizar la caseina combinada. Sin embargo, ya que el colageno
muestra la propiedad de expresar una viscosidad elevada cuando se disuelve en el agua, es esencial disolver el
colageno en agua fria de 10C o menos, siendo neces ario iniciar la operacién de ligazén de forma rapida después
de la disolucién, lo que implica por lo tanto un tipo de problema en la capacidad de trabajo.

Asimismo, ya que la fuerza de ligazon es débil sin utilizar una sal, es dificil esperar un efecto practico cuando no se
utiliza dicha sal.

La publicacion internacional WO 02/080700 da a conocer una preparacion enzimatica para el ligazon de materiales
alimenticios, que comprende como principios activos un colageno especifico en el que el nimero de residuos totales
de hidroxiprolina y prolina (a los que se hace referencia a veces a continuacion en la presente invencion como
aminoacidos en el colageno es inferior al 20% del nimero de residuos aminoacidos totales en éste, y una
transglutaminasa y un procedimiento para obtener un alimento conformado y ligado utilizando para el ligazon la
preparacion enzimatica de ligazén. Asimismo, el documento JP-A-2006-24671 da a conocer un procedimiento para
producir un alimento conformado y ligado utilizando un agente de ligazén alimenticio que contiene una
transglutaminasa, colageno, un agente que ajusta el pH tal como acido citrico o fosfato trisédico, y cloruro de calcio,
y que se describe como “cloruro de calcio o similar que puede afiadirse preferentemente, ya que su adicién permite
suprimir la congelacién del colageno a baja temperatura”. Sin embargo, la publicacién no da a conocer la cantidad
apropiada del cloruro de calcio que va a afiadirse.

Como colageno especifico anteriormente mencionado puede utilizarse un colageno derivado dérmico del pescado,
no utilizandose esta preparacion que contiene el colageno del pescado para los alimentos procesados de carne
animal que utilizan cerdo, ternera, y pollo en algunos casos, ya que el colageno del pescado constituye una proteina
de distinto origen.

Particularmente, en el mercado europeo, es obligatorio el marcado de los alimentos de alergia que utilizan material
derivado del pescado, restringiéndose mas en algunos casos la utilizacion del material derivado del pescado para los
alimentos procesados de carne animal, comparado con otros paises.

Anteriormente no se ha desarrollado una tecnologia para expresar la fuerza practica de ligazén utilizando el
colageno derivado del cerdo, ternera o pollo.
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Exposicion de la invencion

Considerando los antecedentes descritos anteriormente, existe una demanda en la industria de procesamiento
alimentario de una buena preparacion enzimatica para el ligazén y el conformado, y de un procedimiento de
obtencién de alimentos conformados y ligados que puedan ligarse y conformarse satisfactoriamente, tales como
piezas de carne, sin utilizar un material derivado del pescado. Por tanto, constituye un objetivo de la presente
invencion proporcionar una buena preparacion enzimatica para el ligazon y el conformado y un procedimiento de de
produccion de alimentos conformados y ligados.

Se realiz6 una investigacién exhaustiva con la finalidad de solucionar los problemas anteriormente descritos, para
descubrir que es posible un material alimenticio tal como la carne de ganado, utilizando una transglutaminasa,
colageno y cloruro de calcio y/o cloruro de magnesio, cumpliendo con esta invencion. Mas especificamente, la
presente invencion, es tal como se describe a continuacion.

1) Una preparacion enzimatica que incluye como principios activos una transglutaminasa derivada de un
microorganismo, colageno animal que no incluye pescado y colageno de crustaceos y cloruro de calcio o
cloruro de magnesio en la que una cantidad de cloruro de calcio o cloruro de magnesio en la preparacion
enzimética se encuentra comprendida entre 0,007 y 0,03 g por 1 unidad de transglutaminasa en la
preparacion enzimatica, y una cantidad del colageno en ésta se encuentra comprendida entre 0,002 y 0,03 g
por 1 unidad de la transglutaminasa en ella.

2) La preparacion enzimdtica seguin 1), en la que la resistencia de gel del colageno incluido en la preparacion
enzimética es de 40 g o superior.

3) La preparacion enzimatica segin 1), en la que una resistencia de gelatina del colageno incluido en la
preparacion enzimatica es de 150 g o superior.

4) La preparacion enzimatica segun 3), en la que el colageno es un colageno tratado con acidos.

5) Un procedimiento para obtener un alimento conformado y ligado, en el que la preparacion enzimatica segin
1) a 4), se disuelve (1) en agua o en un liquido que debe afiadirse a un material alimenticio, o (2) debe
afiadirse directamente a un material alimenticio.

6) Procedimiento para obtener un alimento conformado y ligado, en el que, de 10 a 100 unidades de una
transglutaminasa, de 0,1 a 2 g de colageno animal que no incluye pescado y de colageno de crustaceos, y de
0,4 a 2 g de cloruro de calcio o magnésico por 100 g del material alimenticio son (1), disueltos en agua o en
un liquido que debe afiadirse a un material alimenticio, o (2), afiadidos directamente a dicho material

7) El procedimiento seglin 6), en el que la resistencia de gel del coldgeno comprendido en la preparacién
enziméatica es de 40 g o superior.

8) El procedimiento segun 6), en el que la resistencia de gelatina del colageno comprendido en la preparacién
enzimética, es de 150 g o superior.

9) El procedimiento de produccién de los alimentos conformados y ligados segun 8), en el que el colageno es un
colageno tratado con acidos.

La presente invencién se describird con mayor detalle a continuacion. La presente invencion se caracteriza por que
da lugar a (1) que el colageno y (2) el cloruro de calcio o cloruro de magnesio actien como una preparacion
enzimatica para unirse ademas al efecto enzimatico de una transglutaminasa.

La transglutaminasa que debe utilizarse en la presente invencion es una enzima que se utiliza para catalizar una
reaccion que transfiere acilos a un grupo y-carboxiamida en un residuo de glutamina en una cadena peptidica o de
proteinas. Se forma un enlace e-(y-Glu)-Lys en y entre moléculas proteicas por la accion de la transglutaminasa
como un receptor acilo, que se lleva a cabo sobre un grupo €-amino de un residuo de lisina en la proteina.

Como transglutaminasas que se van a utilizar como enzimas en la presente invencion, se incluyen las derivadas de
un microorganismo tal como las derivadas de actinomicetos (véase patente japonesa n°® 2572716), y las derivadas
de Bacillus subtilis (véase patente japonesa n® 3873408). Asimismo, los ejemplos de transaminasas incluyen las
derivadas del higado de cobayas (véase patente japonesa n° 1689614), las derivadas de un microorganismo (véase
el documento W096/06931), las derivadas de un animal, tales como sangre de vaca y de cerdo; las derivadas de
pescados tales como salmoén y besugos rojos (Seki et al.; Journal of Japanes Society of Fisheries Science; 1990; 56;
125-132), las derivadas de las ostras (véase la patente US n° 5.736.356; y similares.

Asimismo, los ejemplos de las transglutaminasa incluyen los producidos mediante recombinacion génica (por
egjemplo, véase las patentes Japonesas numeros 3010589, JP-A-11-75876, WO 01/23591, WO 02/081694,
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WO 2004/078973), y similares.

Tal como se describe anteriormente, se puede utilizar cualquiera de las transglutaminasas que se han presentado
previamente. Desde el punto de vista de la funcionalidad y de la facilidad de manipulacién para la utilizacion en los
alimentos, resulta preferido utilizar las transglutaminasas derivadas de microorganismos, ya que se obtienen en
masa y estan disponibles a bajo coste (n° de registro 2572716 y similares).

Una unidad de actividad transglutaminasica que puede utilizarse en la presente invencién, se calcula y define tal
como se describe a continuacion. Especificamente, se lleva a cabo una reaccion utilizando benciloxicarbonil-L-
glutaminilglicina e hidroxilamina como sustrato, y, después de convertir el acido hidroxdmico asi generado en un
complejo de hierro en presencia de &acido tricloroacético, una cantidad del complejo férrico, se mide a una
absorbancia de 525 nm. Una cantidad del enzima que permite generar 1 micromol de acido hidroxamico en un
minuto, se define como una unidad, que constituye una unidad de actividad de la transglutaminasa. Ya se ha
informado de detalles de este procedimiento de evaluacion, que se denomina procedimiento del hidroxamato (por
ejemplo, véase el registrado con el n® 2572716).

Tal como se ha descrito anteriormente, es conocido que la transglutaminasa tiene origenes diversos. Existen
también algunas transglutaminasas cuya actividad no puede definirse mediante un procedimiento del hidroxamato,
debido a la especificidad de sustrato. En tal caso, la unidad se define mediante un método distinto. Una cantidad que
alcance sustancialmente el efecto de moldeamiento y de compactacion de la presente invencion, es del orden de la
adicién de la transglutaminasa de la presente invencion, independientemente del procedimiento de medida de la
actividad utilizado para la definicion.

El cloruro de calcio y el cloruro de magnesio que muestran un grado que puede utilizarse para los alimentos, pueden
utilizarse en la presente invencion, pudiendo hacerlo solos o combinados.

Como coladgeno que constituya un componente esencial en esta invencion, puede utilizarse cualquier tipo. Mas
especificamente, no estan particularmente limitados los materiales para el coladgeno que vayan a utilizarse en la
presente invencién, pudiéndose utilizar los extraidos de tejidos como piel, huesos, cartilagos, escamas, vejiga y
similares de un colageno animal que no incluya el colageno de pescado y marisco. El efecto de ligazén mejora
considerablemente utilizando colageno afiadido a una sal que se describe a continuacion en la presente descripcion
detallada y de la transglutaminasa.

Tal como se utiliza en la presente invencién, el colageno se refiere al obtenido a partir de la piel, hueso, cartilago,
escamas y vejiga de un animal mediante extraccion y purificacion y de un grado de modificacion tal, que la
descomposicion no esta limitada. Ya que el colageno se hidroliza en varios grados durante la extraccion, muestra
generalmente un amplio margen de distribucion del peso molecular, y los que se conforman en una denominada
gelatina, alcanzando un peso molecular bajo, se encuentran dentro del intervalo del colageno de la presente
invencion. Ademas, el coladgeno no es necesariamente una sustancia purificada, y las grasas, hidratos de carbono
péptidos, aminoacidos y similares pueden contenerse parcialmente en él.

Entre los colagenos, se prefieren los que se obtienen sin llevar a cabo un tratamiento acido o un tratamiento con
alcalis y similares, ya que dicho colageno contribuye a la obtencion de una fuerza de ligazén mas intensa, resultando
mas preferido utilizar el colageno que muestra una resistencia de gel de 40 g o superior. La resistencia de gel se
calcula tal como se describe a continuacion. Después de disolver el colageno en agua caliente a 30°C durante 1
hora para alcanzar una concentracion del 5%, 50 ml del colageno se vierten con un Unico propdsito en un recipiente
de gelatina, sellandose éste, y enfriandose en una nevera a 5°C durante 17 horas. Después del enfriamiento, el gel
se somete a medicion, utilizando un dispositivo de medicion de las propiedades fisicas, tal como un analizador de la
textura y un reémetro, utilizando una sonda cilindrica con un diametro de 5 mm, con una velocidad de intrusién de 1
mm/seg y una distancia de intrusion de 8 mm, constituyendo la resistencia de gelatina el valor del estrés (g) asi
detectado.

En el caso de utilizar colageno sometido al tratamiento acido o al de los alcalis, la resistencia de gelatina del
colageno puede ser de 150 g o mas, preferentemente de 150 a 300 g, mas preferentemente de 250 a 300 g, ya que
dicho colageno expresa una fuerza de ligazén mas intensa, utilizandose apropiadamente.

La resistencia de gelatina se mide tal como se describe a continuacion. Después de disolver el colageno para
alcanzar una concentracion del 6,67%, 120 ml del coldgeno se vierten con un Unico propésito en un recipiente
gelatinoso dejandose enfriar hasta 35°C a temperatura ambiente. A continuacién, se cubre el recipiente gelatinoso
con una tapa de goma, situandose el recipiente gelatinoso en un incubador a 10°C, para que se enfrie durante 17
horas. El gel, después de enfriarse se somete a medicién, utilizdndose un dispositivo de medicién tal como un
analizador de textura y un reémetro, utilizando una sonda cilindrica con un diametro de 12,7 mm, con una velocidad
de intrusién de 1 mm/seg y una distancia de intrusion de 4 mm, siendo la resistencia de gelatina el valor del estrés
(g) asi detectado (véase JIS K 6503).

Para obtener otra fuerza de ligazén mas intensa, resulta mas preferido utilizar el colageno que se somete al
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tratamiento acido durante su proceso de obtencion, que el colageno que se utiliza tratado con éalcalis. El colageno
tratado con acidos y el tratado con alcalis difieren entre ellos en el punto isoeléctrico, mostrando el tratado con
acidos un nivel de pH de 6,5 a 9,0 aproximadamente, mientras que el colageno tratado con alcalis exhibe un nivel de
pH de entre 4,9 a 5,2. Se lleva a cabo una prueba, utilizando el procedimiento PAGI (Commission on Methods for
Testing Photographic Gelatin; método PAGI; novena edicion de 2002 del método PAGI) como método de evaluacion.
En el procedimiento PAGI utilizado en la presente invencion, se fija como un punto isoeléctrico un nivel de pH de una
solucion que se obtiene mediante eliminacion, a partir de una solucion de gelatina, de sustancias ionicas, utilizando
una resina obtenida mezclando una resina de intercambio aniénico y una resina de intercambio cationico.

Con respecto a la tasa de formulaciéon de la transglutaminasa, del colageno, del cloruro de calcio o del cloruro de
magnesio que forman la preparacion enzimatica de la presente invencion, se afiaden de la siguiente forma: de 1 a
200 unidades de transglutaminasa, de 5 a 95 partes en peso de cloruro de calcio o de cloruro de magnesioy de 5 a
95 partes en peso del colageno por 100 partes en peso de la preparacion enzimatica. Con respecto a las
proporciones de los componentes, una cantidad de cloruro de calcio o del cloruro de magnesio (una cantidad total de
cloruro de calcio y cloruro de magnesio en el caso de su utilizacion combinada) por 1 U de la transglutaminasa en la
preparacion enzimatica, puede estar preferentemente entre 0,007 y 0,03 g, mas preferentemente entre 0,01y 0,02 g,
y un peso seco del colageno por 1 U de la transglutaminasa en la preparacion enzimatica, puede estar
preferentemente entre 0,002 y 0,03 g, mas preferentemente entre 0,003 y 0,007 g.

La preparacion enzimatica para la ligazon de la presente invencion contiene como principios activos la
transglutaminasa, el colageno y el cloruro de calcio y/o cloruro de magnesio, y diversos componentes arbitrarios que
se describen a continuacion y que pueden afiadirse. Por ejemplo, pueden afadirse los que se conocen como
diluyentes alimentarios tales como lactosa, sacarosa, maltitol, sorbitol, dextrina, dextrina ramificada, ciclodextrina,
didxido de silicio, celulosa, almiddn, polisacaridos, una goma, pectina y similares.

Ademas, para la ligazoén de la preparacion enzimética, es posible utilizar una proteina distinta que el colageno, tal
como una proteina extraida de carne animal, que incluye cerdo y ternera, una proteina extraida de las aves de corral
domésticas, una proteina de soja, una proteina de trigo y una caseina. Asimismo, puede utilizarse un hidrolizado
parcial de estas proteinas (proteinas de soja parcialmente hidrolizadas, proteinas de trigo parcialmente hidrolizadas,
etc.).

Asimismo, pueden afiadirse a la preparacion enzimatica carbonato sédico de hidrégeno, citrato soédico, fosfato
saédico, calcio calcinado, fosfato calcico, carbonato calcico, carbonato magnésico, cloruro sédico, cloruro potasico, o
tipos de polifosfatos, como piurofosfatos sédico, tripolifosfato sédico, y metafosfato sddico. Ademas, puede afiadirse
sin ninguna dificultad un saborizante, un azudcar, una especia, un colorante, un formador de color, acido ascérbico y
sus sales, un emulsificante, un aceite y similares.

En la preparacion enzimética para la ligazén y el conformado de la presente invencion, la transglutaminasa, el
colageno, y el cloruro de calcio o el magnésico, no se mezclan necesariamente en un contenedor, sino que la
preparacion enzimatica comprende un denominado “kit”, en el que la transglutaminasa, el colageno y el cloruro de
calcio 0 magnésico, estan contenidos independientemente en contenedores separados. La preparacion enzimatica
puede estar en forma de polvo o liquida.

En el caso de obtener un alimento conformado y ligado mediante la compactacién de un material alimenticio, se
consideran cada uno de los procedimientos siguientes. Especificamente, puede utilizarse un procedimiento para
utilizar la preparacion enzimética que contiene como principios activos la transglutaminasa, el colageno y el cloruro
de calcio o cloruro de magnesio, y un procedimiento para utilizar la transglutaminasa, el colageno y el cloruro de
calcio o cloruro de magnesio que se obtienen separadamente.

En cada uno de los procedimientos, una cantidad de transglutaminasa que puede utilizarse para el material
alimenticio puede ser la de 1 a 400 unidades, preferentemente de 10 a 200 unidades, por 100 g del material
alimenticio utilizado como objeto de la ligazon. Una cantidad de colageno que se utiliza por 100 g del material
alimenticio, puede ser de entre 0,02 a 5 g, preferentemente de 0,1 a 2 g. Una cantidad del cloruro de calcio o cloruro
de magnesio que se utiliza (una cantidad total del cloruro de calcio y cloruro de magnesio en el caso de utilizacién
combinada) por 100 g del material alimenticio, puede estar entre el 0,02% y el 5%, preferentemente entre el 0,4 y el
2%.

En el caso de obtener un alimento conformado y ligado mediante la ligazon de un material alimenticio, se consideran
los procedimientos siguientes. Especificamente, mediante la disolucion de la preparacion enzimatica para la ligazon
de la presente invencidn a un disolvente, o mediante la mezcla de la preparacion enzimatica en forma pulverulenta,
de forma directa, con el material alimenticio. Mas especificamente, la disolucién de cada uno de los componentes
esenciales como la transglutaminasa y la mezcla, separada o simultdneamente de los componentes con el material
alimenticio, o la utilizaciéon de cada uno de los componentes esenciales, tal como la transglutaminasa, separada o
simultaneamente, en forma pulverulenta, con el material alimenticio. Un caso en el que se utilice cualquiera de los
procedimientos anteriormente descritos, comprende el procedimiento de obtencion del alimento conformado y ligado
de la presente invencion.
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Como material alimenticio que va a utilizarse en la presente invencién puede utilizarse cualquier material proteico.
Por ejemplo, no soélo las denominadas carnes comestibles, tales como la de ternera, cerdo, de caballo, de oveja, de
cabra, de conejo y pollo, sino también pueden utilizarse otros materiales alimenticios, incluyendo carnes de pescado,
crustaceos, crustaceos tales como cangrejos y gambas, moluscos, tales como calamares y pulpos, huevos de
pescado, tales como salmén, huevos de salmén (ikura) y huevos de salmén (sujiko). Ademads, pueden utilizarse
alimentos procesados, tales como queso, pasta, y embutidos de pescado. Por supuesto que los materiales
alimenticios mencionados anteriormente no son limitativos.

El alimento conformado y ligado de la presente invencion constituye un alimento conformado/reconstruido que se
obtiene ligando diversas piezas alimentarias obtenidas cortando el material alimenticio en tamafos apropiados (por
ejemplo, los obtenidos mediante piezas de carne ligadas y conformadas, con tamafios, cada una, de 1 cm®) y un
alimento reconstruido obtenido ligando diversas piezas del material obtenido sin cortar (por ejemplo, las obtenidas
ligando y obteniendo un conjunto de piezas de material alimenticio de pequefio tamafio, siendo éste de 1 cm® o
menor, tal como huevos de salmén y gambas), material que no incluye alimentos producidos a partir de los de tipo
pasta obtenidos mediante homogenizacion o picado, tales como material picado, o en forma de pasta. Sin embargo,
un alimento que se obtiene mediante la ligazén y la formacién de piezas pequefias (no una pasta) de un embutido de
pescado o de uno que una vez se forma, se incluye entre los alimentos unidos y moldeados de la presente
invencion.

La union de las piezas alimentarias o de las piezas de pequefio material alimentario es necesaria para alcanzar una
resistencia a la traccién de 80 g/cm? o superior, que se detecta mediante un reémetro (fabricado por Fudo Kogyo
KK). La resistencia a la traccién de 80 g/cm? o inferior no es apropiada para la utilizacién practica, ya que dicha
resistencia provoca que las piezas se rompan durante la obtencién de los alimentos ligados y conformados, o
durante el proceso de cocinado.

La presente invencion puede aplicarse a todos los materiales alimenticios proteicos tal como se han descrito
anteriormente, siendo posible obtener los alimentos ligados y conformados utilizando proteinas originales, en el caso
de que la preparacion enzimatica de la presente invencién, que se prepara utilizando el colageno derivado de la
ternera, se utilice para ésta como material alimenticio, o en el caso de que la preparacion enzimatica de la presente
invencion que se prepara utilizando el colageno derivado del cerdo, se utilice para éste como material alimenticio,
solucionando por lo tanto el problema en la industria de procesamiento carnico que solicite alimentos que no
contengan proteinas de distintos origenes, y estén libres de marcadores alérgicos.

Breve descripcion de las figuras

La figura 1 es un grafico que muestra las relaciones entre sales y la fuerza de ligazén (Ejemplo 1).
La figura 2 es un grafico que muestra las relaciones entre colagenos y la fuerza de ligazén (Ejemplo 2).
La figura 3 es un grafico que muestra las relaciones entre colagenos y una fuerza de ligazén (Ejemplo 3).

Mejor modo de poner en practica la invencion

La presente invencion se describird a continuacion basandose en ejemplos. Un alcance técnico de la presente
invencion no se limita a los ejemplos.

Ejemplo 1: obtencion de cerdo ligado y conformado m ediante la transglutaminasa, colageno y sales.

Una transglutaminasa comercialmente disponible originada en Streptomyces mobaraensis (actividad especifica:
1000 unidades/g; TG “Activa”; fabricada por Ajinomoto Co., Inc.), se utiliz6 como transglutaminasa. Streptomyces
mobaraensis se denominé Streptoverticillium mobaraense antes del 1990.

Como colageno, se utiliz6 un polvo fino de Gelatina G, fabricado por Nitta Gelatin Inc. (colageno tratado con acido
con una resistencia de gelatina de 256 g).

En cada una de las muestras de ensayo, 1,2 g del colageno (Polvo fino de Gelatina G, fabricado por Nitta Gelatin
Inc.), y 1,5 de una sal, se pesaron y disolvieron en 10 ml de agua. Se peso6 la transglutaminasa, disolviéndose 180 U
de ésta en 2 ml de agua, mezclando a continuacion la solucion mencionada anteriormente. La soluciéon de mezcla
obtenida es la preparacién enzimatica de la presente invencion.

Las condiciones anteriormente descritas son las mismas que las proporciones aditivas, cuando una parte en peso de
la preparacion enzimatica que se prepara utilizando 40 g de colageno por 100 g y 50 g de la sal por 100 g de ésta se
afiaden 60 U de la transglutaminasa por 1 g de la preparacion enzimatica, a 100 partes en peso de un material
alimenticio.

Cada una de las preparaciones enzimaticas obtenidas tal como se ha descrito anteriormente, se mezcl6é con 300 g
de piezas pequefias (cubos de aproximadamente 2 cm) de jamén de cerdo, rellenando con la mezcla un tubo con
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carcasa que presentaba una anchura plegable de 75 mm, dejandose reposar a 5°C durante 2 horas para que
progresara la reaccion de la transglutaminasa. Después de haberla dejado reposar, la mezcla se guard6 en una
nevera a -40°C para el almacenamiento congelado hasta que se realizara la evaluacion.

Las cantidades afiadidas del colageno y de la sal a cada una de las muestras de prueba, equivalen a 0,4 g del
colageno y a 0,5 g de la sal por 100 g del material alimenticio. Asimismo, la cantidad afiadida de la transglutaminasa
equivale a 0,6 U por 1 g del material alimenticio. Los detalles se muestran en la Tabla 1

TABLA 1. Composicion (cantidades afiadidas por 300 g de carne)

Ejemplo 1 | Ejemplo 2 | Ejemplo 3 Ejemplo 4 Ejemplo 5
Transglutaminasa (0,6 U por 1 g de material
alimenticio en cualquiera de las muestras de 180 U 180 U 180 U 180 U 180 U
prueba)
Colageno tratado con acido (0,4 g por 100 g de
material alimenticio en cada una de las 1249 1249 1249 1249 1249
muestras de prueba)
Sal (0,5 g por 100 g de material alimenticio en La sal no 1,5gde 1,5gde 1,5 de cloruro 1,5gde
cada una de las muestras de prueba, excepto Aadit cloruro cloruro slcico cloruro
si la sal no se afiade) se anadio sédico potésico caicic magnésico

Se obtuvo una rodaja de un grosor de 9 mm y una anchura de 25 mm, a partir de cada una de las piezas de cerdo
congelado, y después de descongelarlo, se midi6, utilizando un reémetro (fabricado por Fudo Kogyo KK),
resistencia a la traccion de la rodaja en condiciones brutas. Los resultados se muestran en la figura 1. Aunque se
considera que una resistencia a la traccién de 80 g/cm® constituye una fuerza practica de Ilgazon en este
procedimiento de evaluacion, la muestra de prueba a la que se afadié el cloruro de calcio o magnésico, alcanzé la
fuerza de ligazén que excedia al valor de referencia (80 g/cm?). Especmcamente la muestra de prueba a la cual se
afiadio el cloruro de calcio, alcanz6 la fuerza de ligazén de 205,8 g/cm?, y la muestra de prueba a la que se afiadio el
cloruro de magnesio, alcanzé la fuerza de ligazén de 136,1 g/cm”. Contrarlamente a esto, la muestra de prueba a la
que no se afiadio la sal, alcanz6 la fuerza de ligazéon de 39, 3 g/cm?; la muestra de prueba a la que se afiadié el
cloruro de sodio, alcanzé la fuerza de ligazon de 35 4 g/cm?® y la muestra de prueba a la que se afiadié cloruro
potasico, alcanzo la fuerza de ligazén de 30,0 g/cm?, que no constituyen fuerzas précticas de ligazon.

Ejemplo 2. Tipo de colageno y su influencia sobre |  a fuerza de ligazén.

1,2 g de cada uno de los colagenos que se muestran en la Tabla 2, y 1,5 g de cloruro de calcio, se disolvieron en 10
ml de agua. Se pesoé la transglutaminasa, y 180 U de ésta se disolvieron en 2 ml de agua, seguido por la mezcla con
la solucion mencionada anteriormente del colageno y del cloruro de calcio. La solucién de mezcla obtenida
constituye la preparacion enzimatica de la presente invencion.

TABLA 2: Caracteristicas del colageno

Nombre del producto Procedimie_r]to Valor actual de medicion
de extraccién de la fuerza
Polvo fino AP200 (fabricado por Nitta Gelatin Inc.) Tratamiento 199 g
Polvo fino G (fabricado por Nitta Gelatin Inc.) Tratamiento 256 g
Polvo fino GBL250 (fabricado por Nitta Gelatin Inc.) Tratamiento 265 g

Cada una de las preparaciones enzimaticas obtenidas tal como se da a conocer anteriormente, se mezclé con 300 g
de piezas pequefias (cubos de aproximadamente 2 cm) de jamén de cerdo, rellenando con esta mezcla un tubo con
carcasa que presentaba una anchura plegable de 75 mm que permanecié a 5°C durante 2 horas, para que
progresara la reaccion de la transglutaminasa. Después de esto, la mezcla se guardd en una nevera a —40°C para
gue permaneciera congelada, hasta llevar a cabo la evaluacion. Después de ésta, se midieron las resistencias a al
traccion de la misma manera que en el Ejemplo 1. Los resultados se muestran en la figura 2.

Las cantidades que se afadieron de colageno y de cloruro de calcio equivalen a 0,4 g de colageno y 0,5 g del
cloruro de calcio por 100 g del material alimentario. Asimismo, la cantidad que se afiadié de la transglutaminasa es
equivalente a 60 U por 100 g del material alimenticio. Los detalles se muestran en la Tabla 3.

TABLA 3: Composicion (cantidades afiadidas por 100 g de carne)

Muestra 1 Muestra 2 Muestra 3
Transglutaminasa (0,6 U por 1 g de material alimenticio en cada una 180 U 180 U 180 U
de las muestras de prueba
Colageno utilizado (0,4 g por 100 g de material alimenticio en cada | 1,2 g de polvo | 1,2 g de polvo | Polvo fino
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Muestra 1 Muestra 2 Muestra 3
una de las muestras de prueba fino AP200 fino G GBL250
Cloruro de calcio (0,5 g por 100 g de material alimenticio en cada 15 15 15
una de las muestras de prueba, excepto si la sal no se afiade) ~ 9 ~ 9 9

Tal como se muestra en la figura 2, se confirmé que es posible alcanzar la fuerza mas intensa de ligazén de 154,7
g/cm? utilizando el polvo G que muestra |a resistencia alta de la gelatina.

Asimismo, a partir de que la fuerza de ligazén alcanzada por GBL-250 es de 82,1 g/cm® y que la fuerza de ligazon
alcanzada por el polvo fino AP200 es de 106,5 g/cm’ se confirmé que el colageno tratado con &cidos permite
obtener la fuerza de ligaz6n mas intensa, comparada con el colageno tratado con alcalis.

Ejemplo 3: Tipo de colageno y su influencia sobre |  a fuerza-2 de ligazon

Se disolvieron 1,2 g de cada uno de los colagenos que se muestran en la Tabla 4, y 1,5 g del cloruro de calcio, en 10
ml de agua. Se peso la transglutaminasa y 180 U de ésta se disolvieron en 2 ml de agua, seguido por la mezcla con
la solucidon anteriormente mencionada del colageno y del cloruro de calcio. La solucién de mezcla obtenida
constituye la preparacion enzimatica de la presente invencion.

TABLA 4: Caracteristicas del colageno

Nombre del producto Material de origen | Valor actual de la medicacion de la fuerza gélica
T95-S (fabricado por BHJ) Piel de cerdo 50 g
WB 1/20KD (fabricado por Prowico) Piel de cerdo 13 g
WB 1/40KD (fabricado por Prowico Piel de cerdo 279

Cada una de las preparaciones enzimaticas obtenidas tal como se describe anteriormente, se mezcl6 con 300 g de
piezas pequefias (cubos de aproximadamente 2 cm) de jamoén de cerdo, rellenandose con la mezcla un tubo con
carcasa que mostraba una anchura plegable de 75 mm, y dejandose permanecer a 5°C durante 2 horas para el
progreso de una reaccion de la transglutaminasa. Después de esto, la mezcla se guardd en una nevera a —40°C
para almacenamiento congelado, hasta realizar la evaluacion. Después de esto, se midieron las resistencias a la
traccion de la misma forma que en el Ejemplo 1. Los resultados se muestran en la figura 3. Con objeto de medir una
fuerza de ligazén después del calentamiento, una rodaja con un grosor de 9 mm de cada una de las carnes ligadas,
se calent6é a 240°C durante 150 segundos por cada lado, midiéndose la fuerza mediante evaluacion sensitiva. Los
puntos estandares para la evaluacién sensorial. Los puntos estandares para la evaluacion estandar son tal como se
muestran en la Tabla 5, llevdndose a cabo mediante 3 sujetos suficientemente entrenados. Los resultados se
muestran en la Tabla 6.

Las cantidades afiadidas del colageno y del cloruro de calcio son equivalentes a 0,4 g del colageno y a 0,5 g del
cloruro de calcio por 100 g del material alimenticio. Asimismo, la cantidad afiadida de la transglutaminasa es
equivalente a 60 U por 100 g del material alimenticio. Los detalles se muestran en la Tabla 6.

TABLA 5: Estandares de evaluacion sensorial

Indice de evaluacion sensorial Estado del ligazén

1 Rotura en piezas después del calentamiento

2 Las piezas se ligaron, pero se observé una gran fisura

3 No se observo fisura, pero se desprendié facilmente cuando se realiz6 traccion

4 No se desprendié faciimente cuando se realiz6 traccion. Se obtuvo una fuerza
practica

Se alcanz6 una fuerza intensa de ligazon, de forma que una pieza que no se

encuentra en la superficie de unién, se deforma cuando se ejerce traccion

TABLA 6: Composicion (cantidades afiadidas por 300 g de carne) y resultados de evaluacion sensorial

Muestra 1 Muestra 2 Muestra 3
. s 1,2 g de T95-S 1,2gdeWwWB 1,2gdewWB
Colaggno que se yt|l|za (04 g por 100 g de (derivada de la piel 1/20KD (derivada 1/40KD (derivada
material alimenticio en cada una de las del cerdo: f del | de Ia piel del cerdo: | de Ia el del cerdo:
muestras de prueba el cerdo; fuerza de e la piel del cerdo; e la piel del cerdo;
gel: 50 g) fuerza del gel: 13 g) | fuerza del gel: 27 g)
Cloruro célcico (0,5 g por 100 g de material
alimenticio en cada una de las muestras de 1549 1549 1549
prueba, excepto si la sal no se afiade)
Transglutaminasa (0,6 U por 1 g de material 180 U 180 U 180 U

alimenticio en cada una de las muestras de
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prueba

Indice evaluacion después de calentamiento 4 2 3

Tal como se muestra en la figura 3, se confirm6 que es posible alcanzar la fuerza més intensa de ligazon de 85,5
g/cm? utilizando el colageno que posee la elevada resistencia de gelatina.

Aplicabilidad industrial

La presente invencion puede utilizarse para ligar un material alimenticio. Asimismo, la preparacién enzimatica de la
presente invencion da lugar no sélo a la fuerza satisfactoria de ligazén, sino también la textura favorable para un
alimento conformado y ligado obtenido finalmente.

Con la utilizaciéon de la preparacion enzimatica y el procedimiento de produccion para los alimentos conformados y
ligados de la presente invencion, es posible ligar y conformar el material alimenticio satisfactoriamente tal como
piezas carnicas sin utilizar un colageno derivado del pescado. Por tanto, la presente invencion constituye una
tecnologia excelente y altamente practica que es muy esperada en la industria del proceso alimentario.
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REIVINDICACIONES

1. Preparacion enzimética que comprende como principios activos una transglutaminasa derivada de un
microorganismo, colageno animal que no incluye colageno de pescado y de crustaceo, y cloruro de calcio o cloruro
de magnesio, en la que una cantidad de cloruro de calcio o de cloruro de magnesio en la preparacién enzimatica es
de 0,007 a 0,03 g por 1 unidad de la transglutaminasa en la preparacién enzimatica, y una cantidad del colageno en
la preparacion enzimatica es de 0,002 a 0,03 g por 1 unidad de la transglutaminasa en la preparacion enzimatica.

2. Preparacion enzimatica segun la reivindicacion 1, en la que una resistencia de gel del colageno comprendido en
la preparacién enzimatica es de 40 g o superior.

3. Preparacion enzimatica seguin la reivindicaciéon 1, en la que una resistencia de gelatina del colageno
comprendido en la preparacion enzimatica es de 150 g o superior.

4. Preparacion enzimatica segun la reivindicacion 3, en la que el colageno es un colageno tratado con acido.

5. Procedimiento para producir un alimento conformado y ligado en el que la preparacion enzimatica segun las
reivindicaciones 1 a 4 es (1) disuelta en agua o un liquido que debe afiadirse a un material alimenticio o (2) afadida
directamente a un material alimenticio.

6. Procedimiento para producir un alimento conformado y ligado, en el que 10 a 100 unidades de una
transglutaminasa derivada de un microorganismo, 0,1 a 2 g de colageno animal que no incluye colageno de pescado
y de crustaceo y 0,4 a 2 g de cloruro de calcio o de cloruro de magnesio por 100 g del material alimenticio, (1) se
disuelven en agua o un liquido que debe afiadirse a un material alimenticio o (2) se afiaden directamente a un
material alimenticio.

7. Procedimiento segun la reivindicacion 6, en el que una resistencia de gel del colageno comprendido en la
preparacion enzimatica es de 40 g o superior.

8.- Procedimiento segun la reivindicacion 6, en el que una resistencia de gelatina del colageno comprendido en la
preparacion enzimatica es de 150 g o superior.

9. Procedimiento de produccién de alimento conformado y ligado segun la reivindicacion 8, en el que el colageno es
un colageno tratado con &cido.
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