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RESUMEN

La carne de pollo y los huevos constituyen excelentes materias primas para
desarrollar nuevos alimentos de alto valor afadido. El objetivo principal de este
trabajo fue el de aplicar los efectos de la alta presion isostatica sobre las
macromoléculas de estas materias primas para obtener un gel modelo, con alto
contenido de proteinas, bajo en grasas, sal y fosfatos, que sirva como base para
elaborar diversos alimentos. También, el de evaluar la aplicacion de la alta
presion y la transglutaminasa microbiana en las pastas carnicas para mejorar las
caracteristicas fisicoquimicas de los geles. A la carne de pollo se le adicioné
albumen como sustituto de grasa en diferentes proporciones (0 a 20%), yema de
huevo (10%) y transglutaminasa (0.3%), se disminuy6 el contenido de sal hasta
1% y se eliminaron los fosfatos. Las pastas carnicas se sometieron a diferentes
tratamientos: por calor a presion atmosférica (75 °C/30 min) y (20 y 40 °C/30
min), y por alta presion (400 a 500 MPa, a 40 y 60 °C/30 min) y (500, 700 y 900
MPa/40 °C/30 min). La adicién de albumen (10%) a la carne de pollo repercutio
favorablemente en las caracteristicas de retencidon de agua y en las propiedades
texturales de los geles obtenidos por calor y por alta presién y mostré un efecto
protector frente al cambio de color de los geles. A presion atmosférica, la adicion
de 0.3% de transglutaminasa disminuy6 notablemente las pérdidas de agua,
mejord la textura de los geles aun con un bajo contenido en NaCl (1.0%) y se
obtuvo una microestructura mas compacta originada por la formacion de enlaces
covalentes e-(y-glutamil)lisina. Se desarrollé actividad enzimatica entre 500 y 700
MPa y se observdo un efecto sinérgico de la aplicacidon simultanea de la
transglutaminasa y de la alta presion en las caracteristicas texturales y de
retencidén de agua, cuyo incremento fue muy significativo en relacién con el efecto
de la enzima o de la presion aplicados en forma independiente. Se concluye que
unas condiciones adecuadas para elaborar productos tipo salchicha libres de
fosfatos y bajos en grasa y sal, son las siguientes: 700 MPa/40 °C/30 min con

adicion de 0.3% de transglutaminasa microbiana.
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Antecedentes

A. PRESENTACION DEL PROYECTO

El presente trabajo de tesis doctoral se llevd a cabo en el Centre Especial de
Recerca Planta de Tecnologia dels Aliments (CERPTA), vinculado a la Universitat
Autonoma de Barcelona (UAB), que participa en proyectos de investigacion sobre
alta presion isostatica aplicada a alimentos desde 1992. Forma parte del proyecto
titulado: “Alta presién isostatica aplicada a productos avicolas: Optimizacion de las
propiedades funcionales mediante la formulacion y el proceso” financiado por el
Plan Nacional de Investigacion, Desarrollo e Innovacién 2000-2003 (AGL 2000-
0357), con el objeto de rentabilizar materias primas de alto valor nutritivo y bajo
precio como la carne de pollo y el huevo, para desarrollar geles y emulsiones
mediante el uso de tratamientos de alta presion que sirvan como base para el
desarrollo de nuevos productos microbiolégicamente seguros, de alto valor
nutritivo y Optimas caracteristicas sensoriales. Para la realizaciéon de esta tesis
doctoral, se conté con el apoyo de una beca proporcionada por el Consejo

Nacional de Ciencia y Tecnologia de México (CONACyT).

La linea de investigacion sobre productos avicolas en el CERPTA se inicié
en 1992, con el proyecto titulado: “High hydrostatic pressure treatment; its impact
on spoilage organisms, biopolymer activity, functionality and nutrient composition
of food systems” (AIR-CT92-0296). Los resultados obtenidos mediante dos tesis
doctorales demostraron que los tratamientos de alta presion aplicados a los
productos avicolas destruyen de forma eficaz los microorganismos y que las
propiedades fisicas del huevo liquido tratado por alta presidén no disminuyen su
uso potencial, mientras que la apariencia de la carne de ave si se modifica al ser

sometida a este tratamiento.

Posteriormente, con el apoyo a grupos emergentes de la UAB en el
proyecto: “Desenvolupament de productes avicoles mitjancant alta pressio
hidrostatica” en 1999 se inicid el desarrollo de nuevos ovoproductos mediante la
aplicacion de altas presiones. Otras investigaciones orientadas a evaluar los
parametros fisicos y quimicos de los lipidos y el color de la carne de pollo y de la

yema de huevo tratados por alta presion con el objeto de garantizar su
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conservacion y su calidad sanitaria, se desarrollaron mediante la financiacién
obtenida con el proyecto “Estudio de la fraccion lipidica en productos avicolas
tratados por alta presion isostatica” (ALI98-0508-002-01), integrado en el Plan

Nacional de Investigacion y Desarrollo.

Los proyectos anteriores y los conocimientos aportados sirvieron como base

inapreciable para el desarrollo de los estudios realizados en el presente trabajo.

B. JUSTIFICACION

El incremento de la demanda de productos saludables y mas nutritivos como
consecuencia de consumidores cada dia mas informados y exigentes, contribuye
a la necesidad continua de nuevos productos y a una variedad mas diferenciada

de los mismos (Linnemann, Meerdink, Meulenberg y Jongen, 1998).

Uno de los retos actuales de la tecnologia de los alimentos es el de generar
productos con nuevas texturas y con caracteristicas que se adecuen a las
necesidades de los consumidores. Las proteinas son una de las principales
clases de moléculas disponibles para conferir atributos texturales y uno de los
mas importantes mecanismos para desarrollar estructuras en los alimentos con
propiedades mecanicas deseables es la agregacion proteica en redes

tridimensionales o geles (Dickinson, 1997).

Los productos avicolas son una buena fuente de proteinas de alta calidad y
bajo precio. La carne de pollo es muy popular en todo el mundo debido a su
aceptacion por un amplio rango de grupos culturales y en las ultimas décadas su
popularidad se ha incrementado en muchos paises. Sin embargo, es importante
continuar en la linea establecida hace algunos afos por la industria avicola de
aumentar el valor afiadido del pollo, mediante la presentacion de productos
elaborados que pueden ser precocinados o no y con bajo contenido en grasa
(Castello, 2002). El huevo, uno de los alimentos con mayor valor nutricional y
excelentes caracteristicas funcionales, puede combinarse con otras proteinas

para obtener nuevos productos alimentarios.



Antecedentes

Actualmente, existe una progresiva demanda de productos tipo gel con el
objeto de cubrir las diferentes necesidades nutricionales y de diversas texturas y
sabores que requieren determinados grupos de compradores (Matsumura y Mori,
1996). Tradicionalmente, la gelificacién es inducida por aplicacion de calor a la
solucién de proteina; sin embargo, los alimentos son raramente homogéneos y los
tratamientos térmicos de las proteinas y otros nutrientes pueden inducir varias
reacciones quimicas tales como las de Maillard, las cuales pueden conducir a
deterioro nutricional y sensorial en ciertos alimentos (Hayashi, Kawamura, Nakasa
y Okinaka, 1989; Gerrard, 2002). Por lo tanto, hay un creciente interés en la
industria hacia la aplicacion de tecnologias no térmicas como la alta presion, que
puedan prolongar la vida util de los alimentos sin producir efectos perjudiciales, ya
que no sélo proporciona alternativas a los métodos convencionales, sino que

también ofrece oportunidades para crear nuevos ingredientes.

Muchos estudios han demostrado la utilidad de la presion para producir
geles o pastas con propiedades unicas (Galazka, Dickinson y Ledward, 2000). La
alta presion es una tecnologia que puede usarse para obtener productos estables
con minimos efectos sobre el flavor, color y valor nutritivo o para crear nuevos
sabores y texturas (Tewari, Jayas y Holley, 1999). Los procesos comerciales
tipicos aplican una presion entre 100 y 1 000 MPa mantenida durante tiempos que
varian entre 10 y 30 min. Estas condiciones de proceso son suficientes para
obtener cierta inactivacion microbiana, pasteurizacion, extension de la vida util y la
induccién de cambios moleculares en los alimentos (Galazka y Ledward, 1998). El
uso de la alta presidon como una alternativa al tratamiento térmico ha traido como
consecuencia la necesidad de estudiar el comportamiento de los ingredientes
macromoleculares de los alimentos, ya que el mecanismo de gelificacion esta aun
lejos de ser comprendido. A pesar de que el efecto de esta tecnologia sobre
proteinas individuales continia en investigacion, el modo en que afecta las
interacciones en sistemas mixtos ha sido estudiado por pocos investigadores
(Galazka, Sumner y Ledward, 1996; Walkenstrom y Hermansson, 1997; Galazka,
Smith, Ledward y Dickinson, 1999; Ngarize, Adams y Howell, 2005).

Por otro lado, la modificacién proteica mediante enzimas es un método util
debido a la alta especificidad de este tipo de reacciones y, por lo tanto, al bajo

riesgo de formar productos téxicos. En el desarrollo de nuevos productos, las

5
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enzimas que inducen la formacién de enlaces covalentes, en particular la
transglutaminasa, pueden jugar un papel muy importante en la mejora de la
textura, del flavor y del valor nutricional, asi como en el incremento de la vida de
anaquel y en la eliminacion de la alergenicidad de algunas proteinas. La moderna
biotecnologia permite actualmente la produccién en masa de la transglutaminasa
microbiana (MTGasa), haciéndola disponible a la industria alimentaria como una
herramienta potencial para el desarrollo y produccion de nuevos alimentos
proteicos (Kuraishi, Yamazaki y Susa, 2001). No obstante, se ha observado que
las proteinas globulares como la ovoalbumina no son un buen sustrato para la
enzima en su estado nativo (lkura, Goto, Yoshikawa, Sasaki y Chiba, 1984;
Traoré y Meunier, 1992), pero su modificacion mediante otros métodos fisicos o

quimicos podrian hacerla mas efectiva (Dickinson, 1997).

La investigacion experimental sobre el uso de la alta presién como un pre-
tratamiento para mejorar las propiedades de gelificacion de varias proteinas
aisladas de la carne, los huevos, la soja o las propiedades de coagulacion de la
leche ha demostrado ser efectiva. Sin embargo, el comportamiento real de un
alimento es complejo, especialmente en la presencia de enzimas. Se requieren
mas estudios para entender el potencial de esta tecnologia en el control de la
reologia de los sistemas proteicos, asi como optimizar las condiciones de
operacion que deberian ser usadas durante el procesamiento (Galazka et al.,
2000).

La utilizacion de métodos enzimaticos y su combinacién con tratamientos
fisicos para la formacion de heteropolimeros, son procesos que pueden llegar a
tener una gran utilidad en la industria alimentaria y que permitirian el desarrollo de

productos de alto valor agregado con un futuro potencial en el mercado.
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A. ACTITUD DE LOS CONSUMIDORES

Las actitudes pueden ser conceptualizadas como el resultado de la
combinacion de atributos y caracteristicas que los consumidores perciben en un
producto. Las poblaciones de diferentes culturas y religiones perciben la carne de
ave como mas saludable y una opcion mas deseable que la carne roja. Ademas,
el bajo costo, el alto valor nutricional y la alta digestibilidad han sido considerados
siempre como razones importantes en la gran demanda de la carne de ave
(Verbeke y Viaene, 1999).

Los consumidores esperan productos de buena calidad, derivados de
animales sanos criados en un ambiente adecuado, mas naturales, frescos, de
buen sabor y nutritivos (Morrissey, Sheehy, Galvin, Kerry y Buckley, 1998). La
mayoria de los estudios sobre el comportamiento de los habitos de consumo se
enfocan a las carnes rojas y hay pocos estudios sobre la percepcion de la carne
de pollo, lo cual es sorprendente, ya que el consumo de pollo se incrementé
notablemente en las ultimas décadas (Kennedy, Stewart-Knox, Mitchell y
Thurnham, 2004). El éxito de la carne de pollo parece estar determinado por su
imagen saludable y por otros factores que también son de suma importancia

como el bienestar animal y las condiciones de produccion aceptables.

Las tendencias preferenciales en el consumo de los productos procesados
de carne de ave son diferentes en las distintas regiones del planeta. Las relativas
a los productos precocinados y de bajo contenido de grasa son muy importantes
en los Estados Unidos de América (EUA), donde la seguridad y la salud son
temas clave en el desarrollo de nuevos productos carnicos. lgualmente, los
cambios de sabor, textura y aroma y los aperitivos son muy apreciados tanto en la
Union Europea (UE) como en América del Norte, donde los consumidores quieren
variedad y comodidad. Los grupos de productos como salchichas, porciones de
pollo o “nuggets”, adobados y pollo frito son los mas solicitados por los
consumidores de todo el mundo, mientras que las bolas de pollo son importantes
sblo en Asia y las hamburguesas de pollo en la UE (Mandava y Hoogenkamp,
2001).
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B. CARNE DE POLLO

1. Antecedentes

Se cree que el pollo (Gallus domesticus) desciende de una especie salvaje
de aves del sureste de Asia y su domesticacién ocurrié probablemente antes del
afo 6,000 a. C. (West y Zhou, 1989). Durante siglos, la mayor parte de las
actividades de los criadores de la especie se concentraron en la apariencia y
exhibicién, mas que en la produccion para alimento (Charles, 2003). A principios
del siglo pasado, la mayoria de las aves se criaban para producir huevos y los
animales se vendian como subproducto en los mercados locales. Después de la
Primera Guerra Mundial, en el Reino Unido se criaron gallos para la produccion
de carne (Hewson, 1986) pero no fue hasta 1940 que se desarroll6 el pollo
broiler' en los EUA y la carne de pollo se produjo en grandes cantidades para uso
alimentario (Barbut, 2002a). Actualmente, la industria avicola esta altamente

integrada y gestionada por un gran numero de corporaciones.

En avicultura industrial, cuando se habla del pollo para carne, se define a un
tipo de ave de ambos sexos, cuyas caracteristicas principales son su rapida
velocidad de crecimiento y la formacién de unas notables masas musculares,
principalmente en la pechuga y las patas, lo que le confiere un aspecto
redondeado, muy diferente del que tienen otras razas o cruces de la misma
especie, explotadas para la puesta. El corto periodo de crecimiento y engorde de
unas 6 o 7 semanas, lo convierte en la base principal de la produccién masiva de

carne aviar de consumo habitual (Castello, 2002).

2. Produccion y consumo

Mientras que la produccion mundial total de carne se ha doblado en las

ultimas décadas, la de carne de ave se ha cuadruplicado y, a pesar del aumento

' Se entiende por “broiler” al ave joven procedente de un cruce genéticamente seleccionado

para alcanzar un rapido crecimiento
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de la poblacion mundial —68% en el mismo periodo—, la carne de ave disponible

actualmente permite un consumo per capita cada vez mas elevado (Tabla 1).

Tabla 1. Evolucién de la poblacién mundial y de la produccién total de carne

1970 1980 1990 2000
POBLACION MUNDIAL
(millones de habitantes) 3600 4 440 5266 6055
PRODUCCION TOTAL DE CARNE 104 140 168 203
(millones de toneladas)
PROPORCION DE CARNE DE AVE 15 26 41 66
(millones de toneladas)
PROPORCION DE CARNE DE AVE 15 19 24 32
(sobre el total, en %)
CONSUMO DE CARNE DE AVE 44 58 78 11.0

(por persona y afio, en kg)

Fuente: FAO Departamento de Desarrollo Econdémico y Social (2006)

Entre 1990 y 2001 la produccion mundial de carne de ave aumentd
alrededor de un 72%. Este notable crecimiento refleja no soélo el constante
incremento de la demanda sino también el éxito de la seleccion, la cria, el
procesado posterior y la comercializacién (Windhorst, 2003). Los productores han
sido capaces de ofrecer un producto de alta calidad a un precio atractivo que
sintoniza con la demanda de los consumidores. Los ritmos de crecimiento difieren
notablemente entre continentes o sub-continentes y el mayor incremento relativo
en la produccion lo muestran Asia y Sudamérica. La UE perdié parte del mercado
y otras regiones han sido capaces de aumentar su volumen de produccion mucho
mas rapidamente. Para comprender la importancia actual de la avicultura en el

mundo se presentan los datos de la Tabla 2.

De acuerdo con la clasificacion de la Organizacion de las Naciones Unidas
para la Alimentacion y la Agricultura (FAQO), la carne de ave abarca, ademas de la
de pollo, la de las gallinas de desvieje y la de otras especies avicolas, como el
pavo, el pato, el ganso, la perdiz, el faisan, el avestruz, etc. La produccion de
carne de aves esta fuertemente correlacionada con el avance en la produccion de
carne de pollo (Gillin, 2002b). La carne de pollo es la carne de ave de mayor

consumo, seguida de la de pavo y pato y ha permanecido practicamente sin
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cambio en los ultimos cuarenta afos. En relacion con el consumo total de carne
de ave, el broiler es aproximadamente el 85% en todo el mundo, 61% en Francia
e ltalia, 81% en los Paises Bajos y el Reino Unido y 90% en Espana (Castelld,
2002).

Tabla 2. Produccion mundial de carne

2005 2006* 2007** VARIACION
(Millones t) | (Millones t)| (Millonest) | 2007/2006

CARNE DE BOVINO 64.6 66.2 66.6 0.5%

CARNE DE AVE 82.8 84.0 86.2 2.7%
CARNE DE CERDO 104.0 107.4 110.7 3.1%
CARNE DE OVINO 131 13.6 13.9 2.1%

PRODUCCION TOTAL DE
CARNE

Fuente: FAO Direccion de Estadistica, (2007a). *Datos estimados. **Predicciones para el presente afio.

269.7 276.6 283.0 2.3%

Los principales paises productores de carne de pollo son EUA, China, Brasil,
México y Tailandia (FAO Direccion de Estadistica, 2007b). La produccion de
carne de pollo se destina a satisfacer los mercados internos y las exportaciones
estan concentradas en unos pocos paises. En la ultima década, Brasil ha
quintuplicado sus exportaciones y Tailandia las ha triplicado. Los EUA destinan
una parte importante de sus exportaciones a Rusia y Arabia Saudita se abastece
principalmente de Brasil y de Francia, siendo este ultimo el principal pais
exportador de la UE. Los principales importadores son Hong Kong, Rusia, China,
Japon y la UE (Windhorst, 2003).

Entre las carnes de bovino, cerdo y pollo, el consumo de carne de pollo es el
que ha presentado mayor crecimiento en las ultimas décadas. En el periodo de
1960 a 2001 crecidé un 5.2%, mientras que la de bovino y la de cerdo aumentaron
un 1.7% y 3.2% respectivamente. Algunas razones para el incremento de
produccion y consumo, son su bajo coste de produccién, la rapida velocidad de
crecimiento, el elevado valor nutricional de la carne y la introduccién de nuevos
productos procesados (Barbut, 2002a). Su popularidad obedece, en gran parte, a

que es una carne economica, apta para todas las edades, facil de preparar vy,
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ademas, es una importante fuente de proteinas y con bajo contenido de grasa si
se consume sin piel (Castell6, 2002). El consumo mundial medio de carne de

pollo fue de 12.1 kg per capita anual (2004) y aumenta rapidamente (Tabla 3).

Tabla 3. Previsiones del consumo per capita anual de carne de pollo

2007 2008 2009 2010 2015
(kg) (kg) (kg) (kg) (kg)

EUA 47.35 48.17 49.09 49.83 52.10
HONG KONG 41.72 42.08 42.51 42.86 44.06
AUSTRALIA 36.22 36.74 37.07 37.30 38.96
BRAZIL 35.37 35.97 36.29 36.59 38.98
CANADA 29.48 29.69 30.10 30.41 30.93
MEXICO 28.37 28.84 29.46 30.04 32.39
UE 16.95 17.40 17.78 18.15 19.95
JAPON 14.54 14.65 14.75 14.85 15.34
RUSIA 13.19 13.60 13.87 14.07 15.21
TAILANDIA 13.14 14.18 14.52 14.83 16.22
CHINA 8.24 8.48 8.73 8.96 9.93

Fuente: FAPRI Food and Agricultural Policy Research Institute (2007)

3. Valor nutricional y composiciéon quimica

La carne de pollo contiene proteinas de alto valor biolégico, poca grasa y
bajo contenido de acidos grasos saturados y colesterol, es fuente de acidos

grasos mono Yy poliinsaturados y aporta vitaminas y minerales (Tabla 4).

Proteinas

Las proteinas constituyen del 18 al 20% del peso del musculo magro y el
agua y la grasa representan el 75 y el 5%, respectivamente. Las proteinas
musculares pueden dividirse en tres grupos principales, clasificadas como
sarcoplasmicas, miofibrilares y del tejido conectivo, de acuerdo a su solubilidad en
agua y sales (Tabla 5).

Las proteinas miofibrilares, también conocidas como proteinas contractiles o
citoesqueléticas, constituyen aproximadamente el 55% de las proteinas totales.
Se extraen mediante soluciones tampdn de intermedia o alta fuerza idnica, por lo

que se les conoce como proteinas solubles en sal.
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Tabla 4. Composicion media de carne de pollo, musculos claro y oscuro

CARNE DE MUSCULO MUSCULO

NUTRIENTES POLLO* CLARO OSCURD UNIDADES
ENERGIA 498 A77 523 kJ/100 g
ENERGIA 119 114 125 kcal/100g

AGUA 76.38 74.86 75.99 g/100 g
PROTEINAS 20.59 23.20 20.08 g/100 g
LIPIDOS TOTALES 3.42 1.65 4.31 g/100 g
CENIZAS 0.93 0.98 0.94 g/100 g
CALCIO 11 12 12 mg/100g
HIERRO 1.03 0.73 1.03 mg/100 g
MAGNESIO 23 27 23 mg/100 g
FOSFORO 166 187 162 mg/100 g
POTASIO 226 239 222 mg/100 g
SODIO 88 68 85 mg/100 g
ZINC 2.21 0.97 12.00 mg/100 g
COBRE 0.063 0.040 0.063 mg/100 g

MANGANESO 0.021 0.018 0.021 mg/100 g
SELENIO 13.5 17.8 13.5 ug/100 g

TIAMINA (B,) 0.082 0.068 0.077 mg/100 g

RIBOFLAVINA (B,) 0.199 0.092 0.184 mg/100 g
ACIDO NICOTINICO 5.778 10.604 6.246 mg/100 g
ACIDO PANTOTENICO 1.287 0.822 1.249 mg/100 g
PIRIDOXAL (Bg) 0.340 0.540 0.330 mg/100 g
CIANOCOBALAMINA (B,) 0.37 0.38 0.36 ug/100 g

VITAMINA A 57 27 72 u.l.

VITAMINA C 3.2 0.0 3.1 mg/100 g

VITAMINA E 0.031 0.22 0.21 mg/100 g

VITAMINA K 2.9 2.4 2.4 mcg/100 g

Fuente: US Department of Agriculture (2006). Valores de nutrientes y pesos en la porciéon comestible. *Cuarto
trasero, sin piel ni huesos

De las proteinas miofibrilares, la miosina y la actina son las dos principales
que intervienen en la contraccion muscular. En la carne, después del rigor mortis,
la miosina, la actina F, la tropomiosina y la troponina forman un complejo
denominado actomiosina que cuando se solubiliza durante la trituracion, es el
principal responsable del aumento de viscosidad de la pasta de carne (Smyth,
O'Neill y Smith, 2001) (Figura 1).
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Tabla 5. Principales proteinas de misculo magro de ave

TEJIDO

MIOFIBRILARES*  11.5% | SARCOPLASMICAS* 5.5% COLECTIVO* 2.00%
Miosina 5.5% Mioglobina 0.2% Colageno 1.00%
Actina 2.5% Hemoglobina 0.6% Elastina 0.05%
Tropomiosina 0.6% Citocromos 0.2% Mitocondrial 0.95%
Troponina 0.6% Enzimas glicoliticas 2.2%
Proteina C 0.3% Creatinina-cinasa 0.5%
a-actinina 0.3%
B-actinina 0.3%

Fuente: Asghar, Samejima y Yasui (2005). * Datos basados en musculo con 19% de proteina.

La miosina es indispensable para desarrollar la gelificacion y contribuye a las
propiedades ligantes y de retencion de agua en los productos carnicos
emulsionados (Asghar et al., 1985). Esta proteina tiene caracteristicas tanto
fibrosas como globulares: consta de una cabeza globular doble unida a una region
a-helicoidal de dos hebras que se enrollan sobre si mismas. La miosina de pollo
contiene 43 grupos sulfhidrilo (SH), no contiene enlaces disulfuro (SS) y tiene un
pl de 5.3, que refleja su elevado contenido en acidos aspartico y glutamico
(Smyth, Smith, Vega-Warner y O'Neill, 1996).

Figura 1. Esquema de las proteinas miofibrilares
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La actina es la proteina mayoritaria de los filamentos delgados. En solucién
salina fisiologica se polimeriza en una forma filamentosa o actina F, constituida
por dos hebras que se enrollan una en la otra originando una hélice de
monomeros de actina G. Esta estructura se repite a lo largo del eje de la hélice

que forma el centro del filamento delgado (Wang y Smith, 1994b).

4. Productos carnicos de pollo

En los paises industrializados el consumo de productos carnicos ha ido en
aumento. Los consumidores han pasado de la compra de una carne sin
preparacion al consumo de elaborados carnicos con un cierto valor afadido que
se adaptan mejor a sus necesidades y permiten seguir una dieta variada. La
carne de pollo presenta muchas ventajas como materia prima en la produccion de
elaborados carnicos: es una carne con sabor bastante neutro, muy bien aceptada
por consumidores de todas las edades y grupos culturales, es una excelente
fuente de proteinas de alta calidad con bajos niveles de grasa y su precio es
economico. Desde el punto de vista industrial, es una materia prima facil de
utilizar en una gran variedad de procesos productivos actuales tanto en la

elaboracién de alimentos como en el sector de restauracion.

La carne de pollo se encuentra en el mercado como carne fresca y
preparados de carne o bien como productos carnicos transformados. Los
preparados de carne deben ser cocinados por el consumidor y fueron los primeros
en aparecer en el mercado. Algunos preparados carnicos pueden consumirse
directamente y en ciertos paises europeos como ltalia, se empezaron a

industrializar a principios de los afos noventa.

A pesar de que muchos cortes de carne son magros, productos como las
salchichas suelen tener un elevado contenido en grasa, pero mediante la
reformulacién puede reducirse. Los sustitutos de grasa deben contribuir con un
minimo de calorias y no afectar las caracteristicas sensoriales. La reduccion a
menos de 10% de grasa a menudo origina productos menos firmes y secos, con
el interior blando o pastoso y la formacion de una piel muy elastica. La
reformulacion puede disminuir la unidon de las particulas de carne, dar un color

mas oscuro, provocar la falta de sabor o acortar la vida util del producto. Por todo
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ello, ingredientes o procesos que minimicen los cambios en la textura o el sabor

ofrecen un potencial en el desarrollo de productos carnicos bajos en grasa.

5. Pastas de carne

Las pastas de carne picadas, como salchichas de distintas clases, pueden
describirse como sistemas multifasicos complejos constituidos por proteinas
musculares solubilizadas, fibras musculares, células adiposas, gotas de grasa,
agua, sal y otros ingredientes (Smyth et al., 2001). El reto es producir una pasta
estable que pueda ser sometida a tratamiento térmico sin que la grasa y el agua
se separen (Barbut, 2002b). Existen dos teorias para explicar la estabilizacién de
la grasa en las pastas de carne. La primera se conoce como teoria de la emulsion
y se basa en la formacion de una pelicula proteica interfasica alrededor de los
globulos de grasa, que los estabiliza durante el proceso. La segunda, denominada
teoria de la captura fisica, postula que las particulas de grasa estan fisicamente
atrapadas dentro de la matriz proteica viscosa antes del calentamiento v,
posteriormente, dentro de la matriz del gel después del proceso térmico (Gordon y
Barbut, 1992).

Teoria de la emulsién

Tradicionalmente, las pastas de carne se han considerado sistemas tipo
emulsion (Schut, 1976), sin embargo, no poseen todas las propiedades de una
emulsién clasica de aceite en agua, principalmente porque el tamano de las gotas
lipidicas de las pastas de carne superan el rango del tamafio coloidal observado
en las emulsiones verdaderas (>1um) y porque en algunas fases del proceso la
grasa esta parcialmente cristalizada o se encuentra dentro de células adiposas
intactas (Dickinson, 1992). Sin embargo, hay algunas caracteristicas en las pastas
de carne cruda que recuerdan una emulsion, por lo que este término se sigue
utilizando (Smyth et al., 2001).

Las proteinas miofibrilares desempefian un papel importante en la formacién
de la pelicula interfasica en las pastas de carne. Durante la emulsificacién, la
miosina se integra rapidamente a la interfase grasa-agua, seguida de la
actomiosina, troponina, tropomiosina y actina (Galluzzo y Regenstein, 1978a;

Galluzzo y Regenstein, 1978b). En los sistemas modelo, la miosina forma
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emulsiones viscosas, finamente divididas que se consideran mas estables que las
emulsiones ligeras producidas por la actina. Las emulsiones estabilizadas por
miosina consisten de globulos pequefios de tamafo uniforme que presentan
pocos cambios durante el calentamiento; sin embargo, las estabilizadas por la
actina forman globulos mas grandes y se fusionan durante el cocinado (Tsai,

Cassens y Briskey, 1972).

Durante el calentamiento de las pastas finamente trituradas para elaborar
productos como salchichas tipo frankfurt o bologna ocurren numerosos cambios.
En la fase de homogeneizacion que se realiza a una temperatura inferior a 14 °C,
se forma un fluido viscoso, que puede ser bombeado y embutido en una funda. Al
iniciar el calentamiento, la grasa comienza a fundir a 30 °C y las proteinas
miofibrilares que participan en la pelicula interfasica empiezan a desnaturalizarse
alrededor de los 43 °C a 45 °C. Alrededor de 60 °C, la grasa se expande, el
colageno funde para ser transformado en gelatina y las proteinas, principalmente
actina y miosina, comienzan a gelificar. Al final del proceso térmico, entre 70 °C y
75 °C, el producto ya no presenta fluidez, debido a la desnaturalizacion de las
proteinas (Barbut, 2002b).

Jones y Mandigo (1982) observaron un gran numero de poros en la pelicula
interfasica que rodea los gldbulos de grasa y algunas gotitas mas pequenas cerca
de estos poros en los productos de carne cocinados. Estos autores admiten el
beneficio de la formacion de una pelicula de proteina flexible y relativamente
delgada alrededor de los globulos de grasa y sugieren que la formacién de poros
en la pelicula es un mecanismo de liberacibn de la presion durante el
calentamiento. Fotomicrografias obtenidas mediante microscopia electronica de
barrido indican que la grasa atraviesa la pelicula en puntos débiles y forma
apéndices esféricos estables en pastas de carne cocinadas. En las pastas
estables se aprecian pequefas bolsas uniformes de grasa y, por el contrario, en
las pastas inestables se observan amplias zonas de exudacidn que pueden

formar canales de grasa y facilitar la union (Gordon y Barbut, 1990).
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Teoria de la captura fisica

Durante la preparacion de las pastas de carne, el picado del musculo con sal
y agua, favorece la desintegracion del tejido muscular, la solubilizacion de las
proteinas y el hinchamiento de las fibras musculares, lo que provoca un aumento
en la viscosidad de la mezcla que permite la estabilizacion de la grasa dispersa
(Smyth et al., 2001). Durante el tratamiento térmico, aunque la grasa de ave se
funde entre 13 °C y 33 °C (Findlay y Barbut, 1990), antes de que se alcance la
fuerza maxima del gel (> 60 °C) (Wu, Hamann y Foegeding, 1991; Wang y Smith,
1994a), la inmovilidad de los gldbulos de grasa se mantiene debido a la formacién
de una red entre la pelicula interfasica y la matriz del gel de proteinas dentro de la
fase continua, lo cual evita la coalescencia. Gordon y Barbut (1990) sugieren que
las finas estructuras similares a hilos que se observan en la superficie de los
glébulos de grasa mediante microscopia electronica de barrido, son restos de las
conexiones entre la pelicula interfasica y las proteinas de la matriz. Aunque
todavia no se conoce claramente la importancia de los dos mecanismos para la
estabilizacidon de la grasa en las pastas de carne, los resultados disponibles hasta
el momento actual apoyan firmemente que el modelo de captura fisica es el
mecanismo principal en la estabilizacion de las pastas de carne en los productos

de ave procesados (Smyth et al., 2001).

C. HUEVO Y OVOPRODUCTOS

1. Generalidades

Los huevos son probablemente uno de los primeros ingredientes
multifuncionales que se han utilizado en la historia de la tecnologia de los
alimentos. Debido a que sus proteinas poseen multiples propiedades como
espumantes, emulsionantes, gelificantes y ligantes, son ingredientes deseables
en muchos alimentos, ademas de ser una excelente y econdmica fuente de
proteinas de alta calidad y baja en calorias. Apropiado como fuente de nutrientes
para la mayoria de la poblacion, es importante en la dieta de nifios,
convalecientes y ancianos que tienen mayor dificultad para la digestion y

absorcion de nutrientes (Nys y Sauveur, 2004).
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En relacion con el consumo de huevos vy el alto contenido de colesterol, ha
habido una creciente revalorizacion en los ultimos afios. Un metaanalisis de 224
estudios en 30 afos de investigacion reveld una limitada relacién entre el
colesterol de la dieta y el colesterol del plasma (Howell, McNamara, Tosca, Smith
y Gaines, 1997). En el mayor estudio epidemioldgico realizado actualmente, se
demostré que el consumo de un huevo diario no tiene un impacto substancial en
el riesgo de padecer enfermedades coronarias (Hu et al., 1999), y que personas
que consumen mas de cuatro huevos a la semana han presentado menores
niveles de colesterol que aquellas que consumen uno o0 menos de un huevo por

semana (Kerver, Bianchi, McNamara y Song, 2000).

2. Produccioén y consumo

De acuerdo a las estadisticas de la FAO, entre 1961 y 2000 la produccion
anual de huevos en el mundo se incrementé mas de 3.5 veces, principalmente en
los paises en vias de desarrollo. El caso mas llamativo es el de China, que paso6
de una produccion de 1.6 a 22.3 millones de toneladas (t) en ese mismo periodo
con un crecimiento anual del 8%. En 2000, la produccién en los paises
desarrollados sumo sélo el 34% del total mundial. La contribucién de 10 paises
representd el 96.4% de la produccién mundial en 2000: China, EUA, México,
India, Turquia y Brasil son los paises que participaron principalmente en el
desarrollo de la produccién (Tabla 6). Para 2015 se espera una produccion de 72

millones de toneladas, un 31% mas de la produccién de 2000.

Tabla 6. Evolucién de la produccién mundial de huevos de 1990 a 2000

1990 1995 2000 iNDICE**
(Mt)* (Mt)* (Mt)* (%)
AFRICA 1 556 1775 1977 127.1
AMER'%AI‘EBE'F'{ L\'LORTE Y 5779 6411 7 467 129.2
AMERICA DEL SUR 2253 2666 | 2728 1211
ASIA 14507 | 26384 | 32382 2232
EUROPA 11125 | 9595 | 9506 85.4
OCEANIA 246 210 267 108.6
MUNDIAL 37554 | 47033 | 54328 144.7

Fuente: Gillin (2002a). *Mt = Miles de toneladas. ** indice 2000/1990
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Los mayores importadores de huevo en los ultimos afios son: Alemania,
Holanda, Japon, Hong Kong y Francia. Del total de huevos importados, la mayoria
se venden en el mercado del pais importador y los demas son reexportados. El
mas grande exportador de huevos y ovoproductos es Holanda con un 45% del
mercado mundial, seguido de Bélgica y EUA. Las exportaciones estan
controladas principalmente por los paises de Europa occidental. Fuera de EUA,
s6lo hay dos compradores principales: Japon para ovoproductos y Hong Kong
para huevo con cascara (Gillin, 2002a). Los principales paises productores de

huevo en el mundo aparecen en la Tabla 7.

Tabla 7. Principales paises productores de huevos de gallina en 2005

ORDEN PAIS PRODUCCION (Mt)*
1 China 24 348
2 EUA**, 5329
3 India 2492
4 Japoén 2 465
5 Federacion Rusa*** 2 054
6 México 1 906
7 Brasil 1 560
8 Francia*** 1045
9 Indonesia 876
10 Turquia 830

Fuente: FAO Direccion de Estadistica (2007b). Datos estimados. *Mt = Miles de toneladas.
*Cifra oficial. ***Cifra extraoficial

El consumo de huevos es principalmente como huevo fresco en cascara y
sblo cierta cantidad se procesa y consume como ovoproductos. EI consumo
medio anual de huevos es de 227 huevos per capita en los paises desarrollados,
de 118 en los paises en vias de desarrollo y la media mundial anual es de 142. La
FAO pronostica poco crecimiento en la demanda de huevo en los paises
desarrollados para 2015, aproximadamente del 1% o menos, debido a la
saturacion de oferta de alimentos y al sobreconsumo general que cambiara los
patrones de consumo. Sin embargo, el crecimiento real en la demanda de huevos
de mesa se presentara en los paises en vias de desarrollo determinado por el

incremento de los ingresos y el crecimiento de la poblacion (Gillin, 2002a).

21



Maria del Pilar Trespalacios Sosa

Los ovoproductos son los productos obtenidos a partir del huevo, de sus
diferentes componentes o sus mezclas, una vez eliminadas la cascara y las
membranas y que estan destinados al consumo humano; podran estar
parcialmente completados por otros productos alimenticios o aditivos; podran
hallarse en estado liquido, concentrado, desecado, cristalizado, congelado,
ultracongelado o coagulado (BOE 292, 1992).

3. Valor nutricional y composiciéon quimica

Segun la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), las proteinas del huevo
tienen la mas alta digestibilidad, en comparacion con las demas proteinas, ya que
contienen el balance ideal de aminoacidos escenciales. El huevo es también una
excelente fuente de acidos grasos escenciales, minerales y vitaminas (excepto
vitamina C) (Gutiérrez, Takahashi y Juneja, 1997) (Tabla 8).

Albumen

El albumen es un sistema proteico de numerosas proteinas globulares,
constituido principalmente por ovoalbumina y se encuentran fibras de ovomucina
incluidas en la solucidon acuosa. Los carbohidratos (1% del peso total) se
encuentran en forma libre o combinada con proteinas y la glucosa constituye el
98% de los carbohidratos libres totales. La cantidad de lipidos en el albumen de
huevo es minima en comparacion con la cantidad presente en la yema (Powrie y
Nakai, 2000). Las principales proteinas y algunas de sus caracteristicas

fisicoquimicas mas importantes se pueden observar en la Tabla 9.

La ovoalbumina constituye mas de la mitad de las proteinas presentes en el
albumen y es la proteina que contribuye predominantemente a las propiedades
funcionales del mismo (Mine, Noutomi y Haga, 1991). Es una fosfoglicoproteina
monomeérica, comprende 385 aminodacidos y casi la mitad son hidrofébicos. Es la
unica proteina del albumen que contiene cuatro grupos sulfhidrilo (SH) con un
enlace disulfuro (SS) (Nisbet, Saundry, Moir, Fothergill y Fothergill, 1981).
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Tabla 8. Composicion del huevo entero, yema, albumen y albumen deshidratado

HUEVO ALBUMEN | UNIDADES
NUTRIENTES ENTERO YEMA | ALBUMEN EN
POLVO
ENERGIA 598 1346 216 1598 kJ/100g
ENERGIA 143 322 52 382 kcal/100g
AGUA 75.84 52.31 87.56 5.80 g/100 g
PROTEINAS 12.58 15.86 10.90 81.10 g/100 g
LIPIDOS TOTALES 9.94 26.54 0.017 0.0 g/100 g
CARBOHIDRATOS* 0.77 3.59 0.73 7.80 g/100 g
CENIZAS 0.86 1.71 0.63 5.30 g/100 g
CALCIO 53.00 129.00 7.00 62.00 mg/100g
HIERRO 1.83 2.73 0.08 0.15 mg/100 g
MAGNESIO 12.00 5.00 11.00 88.00 mg/100 g
FOSFORO 191.00 390.00 15.00 111.00 mg/100 g
POTASIO 134.00 109.00 163.00 1125.00 mg/100 g
SODIO 140.00 48.00 166.00 1280.00 mg/100 g
ZINC 1.11 2.30 0.03 0.10 mg/100 g
COBRE 0.102 0.077 0.023 0.11 mg/100 g
MANGANESO 0.038 0.055 0.011 0.007 mg/100 g
SELENIO 31.7 56.0 20.0 125.10 mcg/100 g
TIAMINA (B;) 0.069 0.176 0.01 0.005 mg/100 g
RIBOFLAVINA (B,) 0.478 0.528 0.439 2.53 mg/100 g
ACIDO NICOTINICO 0.07 0.024 0.105 0.87 mg/100 g
ACIDO PANTOTENICO 1.438 2.290 0.190 0.77 mg/100 g
PIRIDOXAL (Bs) 0.143 0.350 0.005 0.03 mg/100 g
CIANOCOBALAMINA 1.29 1.95 0.09 0.18 ug/100 g
(B12)
VITAMINA A 487 1442 0.0 0.0 U.l.
VITAMINA D 35 107 0.0 0.0 u.l.
VITAMINA E 0.97 2.58 0.0 0.0 mg/100 g
VITAMINA K 0.3 0.07 0.0 0.0 ug/100 g

Fuente: US Department of Agriculture, 2006 (2006). Valores y pesos de la porcion comestible.*Por diferencia

La ovotransferrina, también conocida como conalbumina, contiene 15 grupos
disulfuro. Esta implicada en el transporte de hierro en forma soluble a las células

objetivo, por lo que puede usarse como ingrediente nutricional en productos
fortificados.
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Tabla 9. Principales caracteristicas fisicoquimicas de las proteinas del albumen

PROTEINA % kDa* p I** To*** CARACTERISTICAS
OVOALBUMINA 54 45 45 84.0 Fosfoglicoproteina
OVOTRANSFERRINA 12443 | 77.7 6.0 61.0 | 9@ hierroy otros iones

metalicos
OVOMUCOIDE 11 28 4.1 70.0 Inhibe la tripsina y
serina proteinasas
LISOZIMA 34-35 14.3 10.7 75.0 Lisa la pared celular
bacteriana
OVOMUCINA 1535 | 220-270  4.5-5.0 Interactda con la
lisozima
OVOGLOBULINA G, 1.0 36 4953 925 Interviene en la
capacidad espumante
OVOGLOBULINA G; 1.0 45 4.8 Interviene en la
capacidad espumante
OVOFLAVOPROTEINA 0.8 32 4.0 Liga a la riboflavina

Inhibe la
hemaglutinacién

Inhibe las sulfhidril

OVOMACROGLOBULINA 0.5 760-900 | 4.5-4.7

CISTATINA 0.05 12 5.1 .
proteinasas
AVIDINA 0.05 68.3 10.0 Liga a la biotina
PROTEINA LIGADORA DE 38 Lioa a la tiamina
LA TIAMINA 9
GLUTAMIL
AMINOPEPTIDASA 320 4.2
GLICOPROTEINA 52 5.7

Fuente: Awade (1996) y Powrie y Nakai (2000). *Masa molecular.**Punto isoeléctrico. ***Temperatura de
desnaturalizacion

Yema

La yema es un ingrediente de alto valor nutricional con caracteristicas
sensoriales unicas y excelente funcionalidad. A diferencia del albumen, la yema
es mas rica en lipidos que en proteinas y puede considerarse una dispersion que
contiene particulas uniformemente distribuidas en una solucion proteica o plasma.
Esas particulas incluyen figuras de mielina (56-130 nm), lipoproteinas de baja
densidad (25-35 nm), granulos (0.3-2 ym), y menor cantidad de esferas (4-150
pm) (Powrie y Nakai, 2000). Los lipidos incluyen triglicéridos, fosfolipidos,
esteroles y cerebrosidos. Todos los lipidos estan asociados a proteinas en forma

de grandes complejos de lipoproteinas, sin embargo la proporcién lipido/proteina
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es 2:1 (Davis y Reeves, 2002). La composicion de las proteinas de la yema y su

distribucion se encuentra en la Tabla 10.

Tabla 10. Proteinas del plasma y de los granulos de la yema

PROTEINAS CANTIDAD | MASA MOLECULAR

% kDa
PLASMA (78-81%)
LIPOPROTEINAS DE BAJA DENSIDAD (LDL) 85 16,62,71,82 y 135
LIVETINAS (a, By v) 15 80, 45y 150
GRANULOS (19-23%)
LIPOPROTEINAS DE ALTA DENSIDAD (HDL) 20 400
LIPOVITELINAS (a y B)
FOSVITINA 16 160 y 190
LIPOPROTEINAS DE BAJA DENSIDAD 12
PROTEINA LIGANTE DE COBALAMINA 39
PROTEINA LIGANTE DE RIBOFLAVINA 37
PROTEINA LIGANTE DE BIOTINA 72

Fuente: Awade (1996)

4. Propiedades funcionales

Propiedad gelificante

Las propiedades reoldgicas del albumen, de la yema o del huevo completo
cambian considerablemente cuando se calientan a determinadas temperaturas. Al
calentar el albumen a 62 °C, su viscosidad y opacidad aumentan. Si la
temperatura se eleva a 65 °C, se forma un gel débil aumentando su resistencia a
medida que se incrementa la temperatura. En el caso de la yema, la viscosidad
empieza a aumentar apreciablemente alrededor de 65 °C (Powrie y Nakai, 2000).
La desnaturalizacion térmica de las proteinas del albumen se ha estudiado
mediante calorimetria diferencial de barrido (DSC). Asi, Donovan, Mapes, Davis y
Garibaldi (1975) observaron que los tres principales endotermas del albumen a
pH 7.0 corresponden a la desnaturalizacion de la ovotransferrina a 61 °C, la de la

lisozima a 75 °C y la de la ovalbumina a 84 °C.
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Propiedad espumante

Las propiedades unicas como agente espumante del ovoalbumen son el
resultado de la interaccion de varios constituyentes proteicos. Los requerimientos
para que una proteina sea un buen espumante son: una rapida absorcion en la
interfase agua-aire durante el batido, un rapido cambio estructural y
reorganizacion en la interfase y la formacidon de una pelicula viscoelastica
cohesiva mediante la interacciéon intramolecular. Las proteinas funcionales en
orden de importancia son las globulinas G2 y G3, ovalbumina, ovotransferrina,
lisozima y ovomucoide (Johnson y Zabik, 1981). Las interacciones electrostaticas
contribuyen a las excelentes propiedades espumantes y sobretodo, a su
relativamente excepcional estabilidad térmica. Al pH del albumen fresco (7 a 8), la
lisozima con pl 10.7 esta cargada positivamente y puede interaccionar por fuerzas
electrostaticas con proteinas cargadas negativamente. Las interacciones
hidrofébicas son el principal tipo de interaccion responsable de la estructura de las
proteinas en solucién (Mine, 1995). La flexibilidad de las proteinas es un factor
estructural que gobierna la formacion de espuma permitiendo la desnaturalizacion
y su orientacién en la superficie. Los puentes disulfuro reducen la flexibilidad de
las proteinas nativas y no son un factor esencial para la formacion de espumas

estables de ovoalbumina (Kato, Komatsu, Fujimoto y Kobayashi, 1985).

Propiedad aglutinante o ligante

Siegel, Church y Schmidt (1979) demostraron que el albumen es un buen
agente ligante para las piezas de carne. Debido a la alta concentracion de
proteina y a la fuerza del gel que ocasionan, el albumen deshidratado puede ser
util en la reestructuraciéon de productos carnicos en lugar del albumen fresco
(Kato, Ibrahim, Watanabe, Honma y Kobayashi, 1990). Al evaluar la fuerza de
tension entre dos piezas de musculo de pollo, el albumen deshidratado mostro
una mayor efectividad como agente ligante que el albumen fresco, el huevo
entero en polvo, el plasma de diversos animales, la gelatina, el gluten de trigo, el
aislado de soja y una mezcla de alginato de sodio y carbonato de sodio (Lu y
Chen, 1999).
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Propiedad anticristalizante

El albumen evita la formacion de cristales de sacarosa mayores de 25 um,
que es el nivel de deteccion de las papilas gustativas. Es una propiedad muy util
en alimentos como productos de pasteleria y helados (Thébaudin y Lefevre,
1994).

Propiedad emulsionante

Durante la preparacién de algunos productos, los constituyentes de la yema
pueden funcionar como emulsificantes y espumantes, asi como formadores de
una estructura de red. Su funcionalidad parece depender de su estructura
supermolecular (micelar o granular) y también de la desorganizacion estructural
originada por tratamientos térmicos como la pasteurizacion o extraccion de lipidos
(Kiosseoglou, 2003). Existe una relacidon entre la estructura de las proteinas, su
composicion y propiedades emulsionantes (Kato et al., 1990). Los factores mas
importantes que influyen en las propiedades de emulsificacion de las proteinas
parecen ser la masa molecular, secuencia y composicién de los aminoacidos,
solubilidad e hidrofobicidad. Ademas, algunos factores extrinsecos como pH,
fuerza ionica, interacciones con otros componentes, método de obtencion vy
tratamientos tecnologicos afectan las propiedades de las proteinas (Kinsella,
1979; Nakai, Hayakawa y Li-Chan, 1984).

Las proteinas constituyen la pelicula interfacial con dos principales roles:
provocar una disminucion de la tension superficial debido a la absorcion de las
proteinas en la interfase y formar una barrera mecanica debido a sus propiedades
viscoelasticas que la protegen de la rotura. Al mismo tiempo, controlan las
interacciones coloidales entre las gotas de aceite recubiertas regulando la
agregacion y floculacién. Se considera que las lipoproteinas de baja densidad son
las responsables de las propiedades emulsionantes de la yema. Estudios
recientes han confirmado la contribucién de la apoproteina de las lipoproteinas de
baja densidad en la formacion y estabilidad de las emulsiones hechas con yema
de huevo (Anton, Martinet, Dalgalarrondo, Beaurnal, David-Briand y Rabesona,
2003).
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D. ALTA PRESION ISOSTATICA

1. Antecedentes

A fines del siglo XIX, Regnard en 1884 con su trabajo sobre la alteracion
microbiana de la leche y la carne, Roger en 1885 con su estudio sobre la
destruccion de ciertos microorganismos y Hite en 1899 trabajando con leche y
productos basados en frutas, descubrieron la utilidad de las altas presiones en la
conservacion de los alimentos (Chéret, 2005). Fue necesario que transcurriera un
siglo para ver resurgir el uso de la presion en la industria alimentaria. Este repunte
de la actividad hace ya una quincena de afos ha suscitado una fuerte atencién
motivando una activa investigacion y el desarrollo de muchas aplicaciones. La
comercializacién de productos presurizados se inicid en el mercado japonés en
1990 con la introduccion en el mercado de una mermelada de fresas de la marca
Meidi-Ya (Thakur y Nelson, 1998). En los afos siguientes se diversificaron los
productos presurizados asi como los equipos de tratamiento y actualmente se
puede encontrar una gran variedad de productos a partir de frutas y legumbres,

carnes, pescados y productos del mar.

Los principales obstaculos para el desarrollo de esta tecnologia fueron las
dificultades técnicas en la fabricacion de equipos adaptados a la industria de los
alimentos y los costos asociados con las unidades de alta presion. Sin embargo,
los recientes progresos en el diseio de los equipos ha asegurado el
reconocimiento potencial de esta tecnologia para su uso en alimentos a nivel
mundial (Balci y Wilbey, 1999).

2. Principios basicos

Cuando se ejerce una fuerza sobre una superficie, el efecto generado o
presion, se expresa como el cociente de la intensidad de esta fuerza por unidad

de superficie. En el Sistema Internacional de unidades (Sl), la unidad de presion
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es el pascal (Pa). 1Pa = N.m™. En el procesado de alimentos, se utiliza el mega

pascal? (MPa) como unidad habitual.

La tecnologia de API se define como el tratamiento que aplica una presion
entre 100 y 1 000 MPa sobre un liquido que contiene los productos que van a ser
sometidos a tratamiento. Generalmente, suele utilizarse agua debido a su baja
compresibilidad, de ahi que se le denomine también alta presién hidrostatica. Los
efectos de la presion sobre el comportamiento de los sistemas bioquimicos se
rigen por el principio enunciado en 1884 por Henri Le Chatelier. La transmisién de
la presion es isostatica, es decir, que los cambios de presidon son practicamente
uniformes y constantes, y no depende del volumen y la geometria del producto
(Earnshaw, 1996). Tras la compresién, el producto recupera su forma inicial
cuando se libera la presion. Algunas de las principales ventajas de esta tecnologia
son que el tratamiento requiere menos energia que otros sistemas de
conservacion y que no hay un gradiente de presion en el producto ya que la
transmision de la presion es casi instantanea, a diferencia de lo que sucede en los

tratamientos térmicos.

Las temperaturas de operacion dependen del tipo de sistema pero el
intervalo varia generalmente entre —20 °C y 80 °C (San Martin, Barbosa-Canovas
y Swanson, 2002). La compresion puede incrementar la temperatura de los
alimentos aproximadamente 3 °C por cada 100 MPa y si el alimento contiene una
gran cantidad de grasa, se alcanza una temperatura mayor (8 °C a 9 °C/100 MPa)

(Rasanayagam, Balasubramaniam, Ting, Sizer, Bush y Anderson, 2003).

3. Efecto sobre los enlaces quimicos

La ley de moderacion de Le Chatelier describe la influencia de la presion a
temperatura constante como: “Un aumento de la presion aplicada a un sistema
mantenido a temperatura constante, comporta un desplazamiento del equilibrio en
el sentido de la reaccion que, a temperatura y presion constante, se produce con
disminucién de volumen”. Consecuentemente, los fendmenos que vienen

acompafnados por una disminucion de volumen son favorecidos por la presion y

2 Un MPa es equivalente a 9.869 atm, 10 bar 0 10.197 kg.cm™.
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viceversa (Cheftel, 1992). Un incremento en la presion a temperatura constante
permite un ordenamiento de las moléculas o disminucion de entropia del sistema.
La influencia de una variacién isotérmica de la presion sobre la constante de

equilibrio viene dada por la expresion general del cambio de energia siguiente:

AG=-RT.In K= AE + p. AV-T. AS

donde R es la constante de los gases perfectos, T la temperatura, K es la
constante de equilibrio que gobierna el proceso, p la presiéon y AG, AE, AV y AS
son los cambios de energia libre, energia interna total, volumen y entropia

(Mozhaev, Heremans, Frank, Masson y Balny, 1996).

El uso de la presidn como variable fisica cambia solamente el volumen del
sistema, a diferencia de la temperatura que modifica la energia interna y el
volumen del sistema. El principio de Le Chatelier nos permite predecir las
modificaciones inducidas por la presion sobre las moléculas. Si conocemos el
cambio de volumen que acompafia un proceso, podemos estimar si es favorecido

o inhibido por la presion (Tabla 11).

Los enlaces covalentes no se afectan por el aumento de la presion, al menos
hasta valores de 10 a 15 kbar, lo que los hace muy estables. El estudio de
sistemas modelo demuestra que los puentes de hidrégeno se estabilizan por la
alta presiéon. Cuando un ién se forma en solucion, los dipolos del agua cercanos
se comprimen fuertemente por el campo eléctrico, fenbmeno conocido como
electrostriccion, que se acompafa por una disminucion de volumen. Las
interacciones electrostaticas en las biomoléculas son mucho mas débiles a
presiones elevadas. Generalmente se acepta que en la formacién de atracciones
hidrofobicas hay cambios de volumen que se ven desfavorecidos por la presion,
sin embargo, muchas interacciones entre anillos aromaticos se estabilizan. En los
procesos en los que el estado de hidratacion de los componentes del sistema
cambia significativamente, el efecto de la presion es pronunciado (Mozhaev et al.,
1996).
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Tabla 11. Cambios de volumen asociados con la ruptura de enlaces quimicos

AV EFECTO DE LA
TIPO DE ENLACE EJEMPLO (mL/mol) PRESION
COVALENTE C-C +12 Protege el enlace
5 = = Aumenta los enlaces
HIDROGENO -OH..0" > -OH+O +4 de hidrégeno
’ Rompe las
IONICO H,O0 > H + OH —21 interacciones
electrostéaticas
Rompe las
HIDROFGBICO CEl en hexano 23 interacciones
4€nag hidrofobicas
PROTEINA . Mioglobina (pH 5.0) 98 Produce la
(DESNATURALIZACION) (nativa — desnaturalizada) B desnaturalizacion
; . Lactatodeshidrogenasa Produce la
PROTEINA (DISOCIACION) (M4 —> 4M) -500 disociacion

Fuente: Gross y Jaenicke, 1994 (1994) y Lee (2002)

4. Efecto sobre los sistemas biolégicos

La presion afecta la conformacion espacial de las macromoléculas, los
cambios de estado fisico del agua y los lipidos asi como a numerosas reacciones
quimicas (Cheftel y Culioli, 1997).

Agua

A 600 MPa y 22 °C, el agua se comprime un 15% y los alimentos con gran
contenido de humedad y poco gas experimentan una reduccién de volumen
similar a la del agua. La compresion adiabatica del agua también promueve el
incremento de temperatura, la cual puede disiparse por transferencia de calor
entre el alimento, el agua de presurizacion y la vasija del equipo (Cheftel y Culioli,
1997). La API induce la disociacion reversible de las moléculas de agua,
disminuyendo el pH en 0.73 unidades cuando la presion se incrementa de 0.1 a
100 MPa, que puede tener un efecto sobre las proteinas (Butz y Tauscher, 2000).
Ademas, el diagrama de fases indica que el agua puede permanecer en estado
liquido a =22 °C a 210 MPa, con importantes implicaciones en los sistemas

bioldgicos (Kalichevsky, Knorr y Lillford, 1995).
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Proteinas

Generalmente, las propiedades funcionales de las proteinas en los alimentos
se clasifican en tres grupos principales: a) propiedades de hidratacién, que
dependen de las interacciones agua-proteina y tienen una importante relacién con
la humectacion, dispersion, solubilidad, absorcién y retencién de agua, adhesion,
viscosidad, b) propiedades interfaciales incluyendo tensidén superficial,
emulsificacion, caracteristicas espumantes y c) propiedades de agregaciéon y
gelificacion, que dependen de las interacciones proteina-proteina. La API puede
afectar la conformacién de las proteinas y permitir la desnaturalizacién,
agregacion o gelificaciéon dependiendo del sistema proteico (tipo de proteina, pH,
fuerza idnica), la presion, la temperatura y la duracion del tratamiento (Messens,
VanCamp y Huyghebaert, 1997).

Los efectos de la API sobre las proteinas estan relacionados basicamente
con la ruptura de las interacciones no covalentes dentro de las moléculas y la
subsiguiente reordenacion de enlaces intra e intermoleculares. Diferentes tipos de

interacciones contribuyen a la estructura de las proteinas (Tabla 12).

Estructura primaria. Los enlaces covalentes no se ven afectados por
presiones inferiores a 1 000 - 1 500 MPa, ya que su energia es muy elevada y su
compresibilidad minima, por lo que la estructura primaria permanece intacta
(Mozhaev, Bec y Balny, 1994). Sin embargo, los enlaces disulfuro se ven
favorecidos por la presién por reacciones de intercambio entre los grupos SH/SS
o por oxidacion de los grupos sulfhidrilo y tienden a estabilizar los agregados de
masa molecular elevada que se forman después del desdoblamiento de proteinas
inducido por la presion (Messens et al.,, 1997; Funtenberger, Dumay y Cheftel,
1997).

Estructura secundaria. Los enlaces de hidrogeno son elementos clave de la
estructura secundaria y su ruptura compromete el mantenimiento de la misma
durante la presurizacion. Por el contrario, las presiones mas bajas permiten

estabilizar estos enlaces.
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Tabla 12. Caracteristicas de las interacciones que estabilizan la estructura de las proteinas

CONDICIONES

TIPO DE | E* 1 D** GRUPO DES- CONDICIONES
INTERACCION | kJ/mol A FUNCIONAL ESTABILIZANTES ESTABILIZANTES
COVALENTE 330 a Enlace Agentes Reactividad
400 1-2 peptidico reductores: incrementada de
SEMI- -NH-CO-y B-mercaptoetanal, grupos
COVALENTE 200 cistina S-S ditiotreitol (S-S) S-H a pH>7
Aminoacidos Soluciones salinas
ELECTROS- con COO" (Asp, Co
TATICA 42-84 1 23 T Gi)y NH, PH afgs?égap’
(His, Arg, Lis) P
; Soluciones con
Atomo de H -~
ENLACES DE 8-40 2.3 N-H~0=C guanidina, HCI, Enfriamiento
HIDROGENO . urea o
-O-H0=C
detergentes, calor
. ég?\'%g:‘;:gz Detergentes, calor, Calor moderado,
HIDROFOBICA 4-12 3-5 e presion (cadenas presion (cadenas
alifaticas o e e
o alifaticas laterales) | alifaticas laterales)
aromaticas
Dipolos
VAN DER 1-9 permanentes,
WAALS inducidos e
instantaneos

Fuente: Messens et al. (1997). * Energia ** Distancia

Estructura terciaria. La estructura terciaria se modifica por presiones
superiores a 200 MPa. La desnaturalizacion inducida por la presion parece ser un
proceso complejo que conduce a muchas formas desnaturalizadas, pasando por
formas intermedias, como el estado de glébulo fundido, pero no llega a ser
completa. Este depende de la intensidad de presién aplicada, pero a mas de 200

MPa, el efecto es a menudo irreversible (Balny y Masson, 1993).

Estructura cuaternaria. Debido a que las interacciones hidrofébicas juegan
un papel importante en la estabilizacion de la estructura cuaternaria, las proteinas
pueden ser disociadas por la presion. Las proteinas oligoméricas tienden a
disociarse en subunidades a presiones moderadas (<150 MPa), y pueden
reasociarse a presiones mas altas (Ohmiya, Kajino, Shimizu y Gekko, 1989). Este
proceso se acompana por una gran reduccion de volumen (hasta 500 mL/mol)
(Mozhaev et al., 1996).

El volumen de una proteina es la suma de sus constituyentes principales: el

volumen de los atomos, el volumen vacio de las cavidades internas debido al
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acomodamiento de los aminoacidos y la contribucidn de la solvatacion de los
enlaces peptidicos y las cadenas laterales de aminoacidos. La aplicacion de
presion causa desnaturalizacion con una reduccién de volumen aproximada de
30-80 mL/mol. Mientras presiones de 1 a 2 kbar son suficientes para causar la
disociacion de oligbmeros o complejos de proteinas, las proteinas monoméricas
se suelen desnaturalizar entre 4 y 8 kbar (Heremans y Heremans, 1989; Silva y
Weber, 1993). El limitado margen de estabilidad de las proteinas puede
apreciarse si se compara el AG de desnaturalizacion (—20 a —60 kJ/mol) con el

AG de conformacion de enlaces covalentes (=200 a —400 kJ/mol) (Lee, 2002).

Efecto sobre las enzimas. Las enzimas juegan un doble papel muy
importante en los alimentos: intervienen en reacciones de deterioro y en la
modificacion de sus constituyentes para producir nuevos productos. La actividad
biolégica de las enzimas depende principalmente del sitio activo y de su
estructura tridimensional. Aun pequefios cambios en el sitio activo conducen a la

pérdida de actividad enzimatica (Tsou, 1986).

La respuesta de las enzimas sometidas a tratamientos de alta presion es
variada y depende del origen de la enzima, la naturaleza del sustrato, asi como de
la presion, el tiempo y la temperatura aplicada (Palou, Lépez Malo, Barbosa
Canovas, Welti y Swanson, 1999). Ademas, las enzimas reaccionan de forma
diferente cuando han sido extraidas de su matriz original que cuando estan en los
alimentos (Hendrickx, Ludikhuyze, van der Broeck y Weemaes, 1998). Algunas
enzimas pueden ser inactivadas a alrededor de 100 MPa a temperatura ambiente,
mientras que otras pueden resistir 1 000 MPa. Debido a la extrema
barorresistencia de algunas enzimas, en la industria es necesario combinar varios
procesos para su inactivacion (Farr, 1990); sin embargo, algunas enzimas son
mas activas tras la presurizacién, como la polifeniloxidasa sometida a 400 MPa y
es necesario aplicar hasta 800 MPa para lograr su inactivacion (Weemaes,
Ludikhuyze, van der Broeck y Hendrickx, 1998). El incremento de actividad
también se ha observado en a y B amilasas cuando se someten a 400 y 600 MPa
y so6lo disminuyen después de un tratamiento a 600 MPa durante 20 min (Gomes,
Clark y Ledward, 1998).

34



Introduccion

Lipidos

Los principales efectos de la presion sobre los lipidos se encuentran en los
cambios de fase, de modo que la temperatura de fusién aumenta de manera
reversible mas de 10 °C por cada 100 MPa. Bajo presion, los lipidos tienden a dar

cristales mas densos y estables (Dumay, Lambert, Funtenberger y Cheftel, 1996).

Carbohidratos

En general, las moléculas de baja masa molecular como carbohidratos
simples, aminoacidos, y compuestos del flavor son muy baroresistentes. Sin
embargo, en los carbohidratos complejos, la presion disocia las diferentes
cadenas y se observan modificaciones en las propiedades gelificantes del almidon

y los alginatos (Heremans, 1982).

Vitaminas

Una de las ventajas mas importantes de la API es la retencion de la calidad
nutricional original del producto. Sancho, Lambert, Demazeau, Largeteau, Bouvier
y Narbonne (1999) estudiaron el efecto de la presion sobre la retencion de las
vitaminas hidrosolubles B1, B6 y C en un sistema modelo multivitaminico de yema
de huevo y puré de fresas; lo compararon con procesos de pasterizacion (76
°C/20 s) y esterilizacion (120 °C/20 min), y encontraron que la retencién fue mayor
del 99% en las vitaminas B1 y B6. Al estudiar la degradacion de la vitamina C,
observaron que es independiente de la presion aplicada y concluyeron que el
tratamiento de API contribuye a la conservacion de la calidad nutricional al mismo
tiempo que extiende la vida util de los productos. Segun Polydera, Stoforos vy
Taoukis (2003), en zumo de naranja, los tratamientos por alta presion son menos
perjudiciales que los térmicos y los compuestos volatiles de algunos productos de
frutas pueden afectarse a 800 MPa pero no a 200 ni a 500 MPa a 20 °C durante

20 min (Lambert, Demazeau, Largeteau y Bouvier, 1999).

Microorganismos

Hay un gran numero de estudios sobre los cambios inducidos por la APl en

las células microbianas, incluyendo alteraciones en la membrana celular, la
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morfologia de la célula, efectos sobre las proteinas y enzimas, asi como sobre el
material genético (Hoover, Metrick, Papineau, Farkas y Knorr, 1989). Sin
embargo, los mecanismos de inactivacion aun no estan totalmente esclarecidos
(Patterson, 2005).

Se sabe que la membrana celular es el primer sitio que se dafia por la
presion (Ulmer, Ganzle y Vogel, 2000; Casadei, Manas, Niven, Needs y Mackey,
2002), y que la pared celular se ve menos afectada que la membrana, sin
embargo, el dafo intracelular se puede observar mediante microscopio
electronico en microorganismos sometidos a 400 MPa (Ritz, Tholozan, Federighi y
Pilet, 2001; Park, Sohn, Shin y Lee, 2001). Los acidos nucleicos son relativamente
resistentes a las altas presiones y como la estructura de la hélice del ADN se
forma por enlaces de hidrégeno, también es estable bajo presion. Se ha reportado
que la presidbn causa una condensacion de material nuclear en Listeria
monocytogenes, Salmonella Typhimurium y Lactobacillus plantarum, y que a
presiones elevadas el ADN entra en contacto con endonucleasas que rompen el
ADN (Patterson, 2005). Diferentes estudios han demostrado que la API es capaz
de destruir la mayor parte de los microorganismos, pero esto depende del nivel de
presion, el tiempo y tipo de aplicacién, el pH del medio, el tipo de microorganismo

y la temperatura del proceso.

Células vegetativas. En general, los microorganismos resistentes a la
temperatura, son también resistentes a la presion. Las bacterias Gram positivas
son mas resistentes a la presibn que las Gram negativas; Listeria y
Staphylococcus aureus son mas resistentes que Salmonella y Escherichia coli y
los cocos son mas resistentes que los bacilos (Patterson, 2005). Sin embargo,
hay muchas excepciones a esas reglas, por ejemplo, ciertas cepas de E. coli
0157:H7 suelen ser excepcionalmente resistentes a la presion, asi como al calor,
a los acidos y al estrés oxidativo y osmético (Benito, Ventoura, Casadei, Robinson
y Mackey, 1999). Otros estudios en patégenos como Salmonella han demostrado
solo una débil o ninguna correlacion entre la resistencia a la presion y otros tipos
de estrés (Metrick, Hoover y Farkas, 1989; Sherry, Patterson y Madden, 2004).

Esporas bacterianas. Las esporas pueden ser extremadamente resistentes a

la presidn, asi como a otros tratamientos fisicos y pueden sobrevivir a mas de
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1000 MPa (Smelt, 1998). Hay una variacion importante entre las esporas de
diferentes especies y entre distintas cepas de una misma especie. Las esporas de
Clostridium botulinum son las mas resistentes, especialmente las del tipo B no
proteolitico (Reddy, Solomon, Fingerhut, Rhodehamel, Balasubramaniam vy
Palaniappan, 1999). Reddy, Tetzloff, Solomon y Larkin (2006) obtuvieron una
reduccion de 5 logyo ufc/mL de esporas de C. botulinum tipo E después de
procesar a 827 MPa y 40 °C durante 10 min. Sin embargo, presiones
relativamente bajas (200 MPa) pueden desencadenar la germinacion de esporas
y se ha sugerido que las esporas podrian ser destruidas al aplicar la presion en
dos etapas (Gould y Sale, 1970; Loépez, Roig, Capellas, Trujillo, Hernandez y
Guamis, 2003), combinando el proceso con agentes bactericidas (Capellas, Mor-
Mur, Gervilla, Yuste y Guamis, 2000; Lépez, Roig, Trujillo, Capellas y Guamis,
2003), con altas temperaturas (Mayer, 2000) o bien con irradiacion (Crawford,

Murano, Olson y Shenoy, 1996).

Mohos y levaduras. Las levaduras no estan asociadas generalmente con
enfermedades causadas por alimentos, pero son importantes en el deterioro,
especialmente de alimentos acidos. Son relativamente sensibles a la presién, la
mayor parte de hongos y levaduras se inactivan a 400 MPa, asi como las formas
vegetativas, mientras que las ascosporas son mas resistentes (Butz, Fister, Losch
y Tauscher, 1996; Butz, Funtenberger, Haberditzl y Tauscher, 1996; Voldrich,
Dobias, Ticha, Cerovsky y Kratka, 2004).

Virus

Los virus son muy heterogéneos, por lo que su respuesta a la presion varia
considerablemente. Los virus mas patdgenos de HIV requieren presiones de 400
a 600 MPa a 25 °C por 10 min para reducir 4-5 logso el nUmero de particulas
infecciosas viables tratadas en un medio de cultivo, a pesar de que diferentes
cepas varian en su resistencia a la presion (Patterson, 2005). En carne de pollo y
sus productos, un tratamiento de 500 MPa a 15 °C durante 15 s inactiva mas de
10° ufp/mL de virus A de la influenza aviaria altamente patégena (IAAP) subtipo

H7N7 (Isbarn, Buckow, Himmelreich, Lehmacher y Heinz, 2007).
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Numerosas aplicaciones son posibles como la esterilizacion de compuestos
termosensibles en la industria farmacéutica y de instrumentos quirurgicos
(Patterson, 2005). Las ultimas investigaciones sugieren la posiblidad de elaborar
productos seguros para alimentos de alto valor afiadido, como los alimentos para
bebés (Jurkiewicz, Billasboas, Silva, Weber, Hunsmann y Clegg, 1995).
Asimismo, la API puede ser un método seguro, simple y econdmico de producir

vacunas antivirales (Ishimaru, Sa-Carvalho y Silva, 2004).

Priones

En relacion con la inactivacion de priones infecciosos existen evidencias de
que la alta presion tiene efectos sobre ellos (Garcia et al., 2005). Un ejemplo de la
utilidad de la API para eliminar la actividad infecciosa de priones son los estudios
realizados por Brown, Meyer, Cardone y Pocchiari (2003) y Cardone, Brown,
Meyer y Pocchiari (2006) en carnes procesadas debido a que la enfermedad de
Creutzfeld-Jacob ha llegado a ser un serio problema de salud publica (Balny,
2006). Ademas, la API puede contribuir a la identificacién del mecanismo de
enfermedades neurodegenerativas como las de Alzheimer, Parkinson y Hutington,
relacionadas con el plegamiento parcial de las proteinas, la formacion de
agregados y amiloides (Heindl, Garcia, Butz, Pfaff y Tauscher, 2006; Silva,
Cordeiro y Foguel, 2006; Torrent, Balny y Lange, 2006).

Para la destruccion de priones infecciosos se han propuesto dos métodos,
basados en la aplicacion de ciclos cortos a elevadas temperaturas (121 °C a 137
°C) (Brown et al., 2003) o tiempos prolongados a 800 MPa y 60 °C (Garcia et al.,
2004). Existe una patente de Heinze y Kortzchack (2002) con combinaciones de
tiempo y temperatura que permiten procesos de esterilizacidn que aseguran la

destruccion de la proteina prion (Knorr, Heinz y Buckow, 2006).

5. Efecto sobre la carne

El procesamiento de la carne por APl ha sido un tema importante de
investigacion debido al potencial para mejorar su vida util. Sin embargo, el
tratamiento comporta cambios en los constituyentes que afectan sus propiedades
como color, textura y gelificacion. La industria de la carne utiliza presiones entre

200 y 800 MPa, con una duracién tan corta como sea posible, principalmente con
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el objeto de disminuir la carga bacteriana (de Lamballerie-Anton, Taylor y Culioli,
2002).

Estructura del musculo. Los efectos de la presion sobre la estructura del
musculo se han evaluado en bovino (Jung, de Lamballerie-Anton y Ghoul, 2000a),
aves (Yuste, Raszl y Mor-Mur, 1998) y pescado (Ashie, Simpson y Ramaswamy,
1997) y se considera que a temperatura ambiente 0 mas baja y a presiones
menores de 150 MPa, hay muy pocos cambios estructurales (de Lamballerie-
Anton et al., 2002). A 150 MPa y 0 °C durante tres horas se produce una pérdida
de lineas M y rompimiento de bandas I, al igual que a 20 °C y 3 min. Se ha visto
también un mayor espacio entre las fibras y un incremento del diametro de las
fibras y de los sarcomeros (Jung, de Lamballerie-Anton y Ghoul, 2000b). Bajo
ciertas condiciones, a presiones superiores a 300 MPa los lisosomas se hinchan y
hay ruptura del endomisio y de membranas (Ueno, lkeuchi y Suzuki, 1999). Los
cambios estructurales del musculo provocados por la presiéon dependen del
tiempo post-mortem, la temperatura, la presién y, en menor grado, de la especie
animal o del tipo de musculo. Si bien, resulta complicado interpretar los efectos de
la presidn por los rapidos cambios que ocurren post-mortem (de Lamballerie-
Anton et al., 2002).

Textura de la carne. La API puede ablandar la carne cuando se aplica antes
del rigor, sin embargo no se consiguen los mismos efectos si la presion se aplica
tras la maduracion de la carne en refrigeracion (de Lamballerie-Anton et al.,
2002). Un estudio exhaustivo sobre los efectos en la textura, la ultraestructura y el
sistema enzimatico de la carne fue realizado por Jung (2000), quien observé que
la presidn aumenta notablemente la actividad enzimatica en el lisosoma, pero no

ablanda la carne ni reduce el tiempo de maduracién.

Se considera que las proteinas miofibrilares son las principales responsables
del cambio de la textura de la carne y que el colageno resulta poco afectado por la
presion ya que se estabiliza primariamente por puentes de hidréogeno (Gekko y
Koga, 1983). Las tres principales transiciones térmicas de miosina, colageno y
actina, observadas por DSC, se asocian con los cambios especificos en la
textura. A presién atmosférica, la dureza de la carne aumenta al incrementar la

temperatura y similares resultados se observan al incrementar la presion en

39



Maria del Pilar Trespalacios Sosa

musculo bovino a 20 °C y 40 °C; sin embargo, a 60 °C y 70 °C y 200 MPa se
produce un marcado ablandamiento, sugiriendo que puede ocurrir protedlisis en
esas condiciones (Ma y Ledward, 2004). En un estudio realizado en pechuga de
pollo, se observdé un efecto sinérgico de la temperatura y la presion en el
endurecimiento del musculo a temperaturas inferiores a 50 °C. Sin embargo, a 60
°C y 70 °C, la dureza disminuyd en tratamientos por encima de 200 MPa. El
analisis por DSC revel6 que a presion atmosférica, la miosina se desdobla a 60
°C, mientras que la actina se desnaturaliza completamente a 70 °C, sin embargo a
200 MPa, ambas proteinas se desdoblan a 40 °C cuando estan en solucion
(Zamri, Ledward y Frazier, 2006).

El tratamiento entre 0 y 450 MPa incremento tres veces la superficie de
hidrofobicidad de las proteinas miofibrilares y elevo la reactividad de los grupos
sulfhidrilo de un 40 a un 69 % (Chapleau y de Lamballerie-Anton, 2003). A
presiones superiores a 300 MPa se observaron cambios irreversibles vy
agregacion de las proteinas. La modificacion de las estructuras terciaria y
cuaternaria puede inducir un estado de glébulo fundido. Los cambios en las
interacciones de las proteinas y las propiedades reoldgicas estan relacionados
con las modificaciones estructurales, lo que puede afectar las propiedades
funcionales de los productos carnicos (Chapleau, Mangavel, Compoint y de
Lamballerie-Anton, 2004).

Color. La intensidad del color en el musculo se debe al contenido total de
mioglobina, y los diferentes colores observados en la carne estan relacionados
con la proporcidén relativa de oximioglobina (rojo brillante), mioglobina (rojo
oscuro) y metamioglobina (gris-marrén) (Renerre, 1990; Millar, Wilson, Moss vy
Ledward, 1994). Las caracteristicas del color en la carne se modifican por la
presion. Entre 250 y 300 MPa, la claridad (L*) aumenta y permanece constante
para valores mas altos, por lo tanto, la carne de bovino se observa mas clara y
menos roja (Carlez, Rosec, Richard y Cheftel, 1993). Esta decoloracién de la
carne es consecuencia tanto de la desnaturalizacion de la globina como del
desplazamiento o liberacién del grupo hemo. Por encima de 400 MPa, se produce
la oxidacion de la mioglobina ferrosa a metamioglobina férrica y los valores de a*
disminuyen mientras que b* permanece constante y la carne toma un tono marrén
(Riffero y Holmes, 1983; Carlez, Veciana-Nogues y Cheftel, 1995; Cheah y
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Ledward, 1996). Carlez et al. (1995) sugieren que la formacion de metamioglobina
puede evitarse por la eliminacion completa del oxigeno mediante el envasado al
vacio o por la formacion previa de nitrosomioglobina. Sin embargo, Andres,
Adamsen, Moller, Ruiz y Skibsted (2006) encontraron que el oxigeno tiene un
efecto negativo sobre la nitrosomioglobina y que el tratamiento a 400 MPa
produce una decoloracién y degradacién oxidativa de los lipidos en el jamon
curado durante el almacenamiento en condiciones de refrigeracion e iluminacion.
A pesar de que la presion induce modificaciones visibles en la carne fresca,
después de la cocciéon la diferencia de color es minima (Jung, Ghoul y de
Lamballerie-Anton, 2003). Asimismo, para minimizar los problemas relacionados
con el color, Arnau et al. en 2003 han presentado una patente sobre el
“Procedimiento para la proteccion y la estabilizacion del color de carnes y
productos elaborados de carne frescos, marinados o parcialmente deshidratados,

tratados por alta presion”.

Oxidacion de lipidos. Los tratamientos a menos de 300 MPa no tienen efecto
sobre la oxidacion de los lipidos en el caso de carne triturada envasada en
presencia de aire, sin embargo, a mayores presiones la oxidacién se incrementa
rapidamente (Cheah y Ledward, 1996). Cheah y Ledward (1997) vieron que el
hierro liberado de los complejos metalicos durante el tratamiento por API cataliza
la oxidacion de los lipidos de la carne. En las carnes de cerdo tratadas a 800 MPa
a 20 °C, se observd una oxidacion similar a la producida por el calor. En carne de
pollo, la presurizacién (500 MPa/50 °C/30 min) provoca la oxidacion de los lipidos,
pero el sobrecocinado (100 °C/60 min) produce aun mas compuestos secundarios
de oxidacion. En pechugas de pollo, la sal y el efecto mecanico mostraron un
efecto prooxidante en tratamientos a 500 MPa (Beltran, Pla, Yuste y Mor-Mur,
2003; Beltran, Pla, Capellas, Yuste y Mor-Mur, 2004). Se considera que una
presion de 500 MPa es critica para el desarrollo de rancidez de la pechuga de
pollo y que a una presion superior la oxidacion esta relacionada con el dafo a la
membrana celular. Por otro lado, se ha comprobado que un tratamiento de 800
MPa/10 °C/10 min es equivalente al tratamiento por calor a 80 °C durante 10 min
y que la intensidad de presién es mas importante que la duracion del tratamiento
para producir el mismo grado de oxidacion (Dissing, Bruun-Jdensen y Skibsted,
1997; Orlien, Hansen y Skibsted, 2000).
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Digestibilidad. La APl modula la actividad proteolitica de la carne, mejorando
su calidad al incrementar el contenido de aminoacidos libres cuando se aplica un
tratamiento entre 100 y 300 MPa (Ohmori, Shigehisa, Taji y Hayashi, 1991). La
digestibilidad enzimatica “in vitro” de las proteinas carnicas se incrementd por la
aplicacion de 200 MPa/10 min (de Lamballerie-Anton, Delepine y Chapleau,
2002). Hugas, Garriga y Monfort (2002) sefalaron que la digestibilidad de
jamones tratados por presidn es mejor que la de los no tratados y Han (2006)
demostrd que la digestibilidad de extractos de carne tratados a 200 MPa es mayor
que la de los tratados por calor y adicionalmente, que la capacidad antigénica de
los principales alergenos de la carne disminuye al ser tratada por alta presion,

dependiendo del grado de digestibilidad.

6. Efecto sobre los ovoproductos

En 1914, Bridgman observé que la clara de huevo coagulaba al ser sometida
a presiones entre 5 000 y 7 000 kg/cm?. Posteriormente, Hayashi et al. (1989)
demostraron que el tratamiento de soluciones de albumen y yema de huevo con
4 000 kg/cm? a 25 °C durante 30 min inducia una gelificacidn menos severa que
los tratamientos en agua a 100 °C durante 2-10 min. En el caso del albumen se
obtuvieron geles mas firmes a 6 000 kg/cm? y la dureza se incremento al
aumentar la presion. Al aplicar presiones entre 400-800 MPa en presencia de
NaCl y sacarosa, se incrementa la viscosidad de la ovoalbumina, pero se retienen
las propiedades espumantes y la gelificacion por calor (lametti, Donnizzelli, Pittia,
Rovere, Squarcina y Bonomi, 1999). Lee, Heinz y Knorr (1999) no observaron
coagulacién de huevo entero liquido al ser tratado a 150 MPa por 60 min a 25 °C,
pero al incrementar a 250 MPa y 45 °C la coagulacion ocurrio casi

instantaneamente.

Textura y color. Okamoto, Kawamura y Hayashi (1990) estudiaron las
propiedades de los geles inducidos por presion entre 1 000 y 7 000 kg/cm2 y los
compararon con los de calor (100 °C/10 min). Obtuvieron geles firmes de albumen
a 6 000 kg/cm? y de yema de huevo a 4 000 kg/cm?® Los geles de presion
mantuvieron su color y sabor y fueron mas suaves y brillantes o lustrosos que los
de calor, ademas, fueron mas elasticos e incrementaron la dureza al aumentar la

presion aplicada. Por otro lado, Ibarz, Sangronis, Barbosa-Canovas y Swanson
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(1999) observaron que la yema de huevo gelifica completamente a partir de 410
MPa mientras que el albumen requiere de 620 MPa para que la gelificacion sea
completa a temperatura ambiente, manteniendo la presion durante 20 minutos en

ambos casos.

Digestibilidad. Hayashi et al. (1989) vieron que la digestibilidad de los geles
de albumen y yema de huevo obtenidos por alta presidén es igual o superior a la
de los obtenidos por calor, sin destruccion de vitaminas o aminoacidos y sin la
formacion de compuestos como lisilalanina. El tratamiento de la ovoalbumina a
400-800 MPa durante 10 min y la presencia de algunos aditivos aumenta
notablemente la susceptibilidad a la hidrdlisis por tripsina como consecuencia del
desdoblamiento de la molécula y se observa una disminucion en el
reconocimiento por anticuerpos especificos por lo que disminuye su capacidad

antigénica (lametti, Donnizzelli, Vecchio, Rovere, Gola y Bonomi, 1998).

7. Aplicaciones

El uso de las altas presiones es una alternativa a los tratamientos térmicos
clasicos para destruir los microorganismos, ya que permite procesar a
temperatura ambiente o a bajas temperaturas. Causa la muerte de los
microorganismos sin producir los cambios indeseables debidos al calentamiento y
elimina el uso de conservante y otros aditivos con lo que se eleva la calidad de los
alimentos. Como la presion se transmite instantaneamente a todo el sistema sin
importar la forma y el tamafo, significa una gran ventaja y puede utilizarse para
crear ingredientes con nuevas propiedades funcionales (Rastogi, Raghavarao,

Balasubramaniam, Niranjan y Knorr, 2007).

Los tratamientos por API permiten destruir los principales microorganismos
patdgenos y deteriorantes y reducir la actividad de algunas enzimas que son
responsables del cambio de color de frutas y legumbres frescas. Este proceso
permite pasteurizar zumos de frutas y bebidas alcohdlicas y reducir notablemente
los microorganismos causantes del deterioro. La duracion de la conservacion es
prolongada y la calidad de los productos frescos se mantiene sin modificacion de
sus propiedades sensoriales. Por otro lado, se ha demostrado que el tratamiento

por API reduce la alergenicidad de varios alimentos como carne (Suzuki, 2000),
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manzanas (Scheibenzuber, Grim, Blimelhuber, Behrendt, Ring y Meyer-Pitroff,
2002) y suero de leche (Olsen, Kristiansen y Skibsted, 2003). La API ha venido a

llenar un espacio dentro de la industria alimentaria y actualmente existen

numerosos productos comercializados en el mundo (Tablas 13 y 14).

Tabla 13. Productos comercializados de origen animal tratados por alta presién

Pais y afio

Espafia 1998

PRODUCTOS CARNICOS

Producto

Jamén cocido en lonchas y
“tapas”

Productos cocidos de carne

Tratamiento

400 MPa/10 min/8 °C

Conservacion

2mesesa’°C

EUA 2001 o N.D. N.D.
de cerdo y jamén curado
EUA 2001 Prqductos de carne de ave, N.D. N.D.
listos para su consumo
EUA2001 | C@me de polloy bovino para N.D. 21 dias
fajitas
Espafia 2002 Lonchas de jamdn cocido y 500 MPa/5-10min/8 °C 2 meses para_los
serrano, productos de pollo productos cocidos
ltalia 2003 | Jamon crudo curado, salami, | 54 b4 110 min/7eC N.D.
mortadela y tocino
Japdn 2005 Jamon ahumado, productos 600 MPa /5 min 1 mes
cocidos de cerdo
Alemania 2005 Jamoén crudo curado 600 MPa/2 min N.D.
PRODUCTOS DE PESCADO Y MARISCOS
EUA 1999 Ostras y salsa de ostras 200-350 MPa/1-2 min 10 a 15 dias
Japén 2000 Arenque 185 MPa/30 min/15 °C 1 afio a—20 °C
Japén 2000 Salmén ahumado 400 MPa/10 min/15°C | 3 semanas a 15 °C
EUA 2001 Ostras 240 MPa/90 s N.D.
Australia 2002 Ostras 300 MPa/1 min N.D.
Canada 2004 Productos del mar N.D. N.D.

N. Zelanda 2004 Productos del mar N.D. N.D.
Espafia 2004 Salmoén y merluza 500 MPa 2 meses
Canadéa 2004 Bogavante 275 MPa/1 min N.D.

Italia 2004 Bacalao desalado 600 MPa N.D.
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Tabla 14. Productos comercializados de origen vegetal tratados por alta presion

Japon 1990
Japon 1994

EUA 1999

Japén 2000
Italia 2001
EUA 2002

México 2002

EUA 2003
Canada 2003
EUA 2004

Espafa 2005

Japon 1991

Japén 1992

Japon 1993
Francia 1994

México 2000
Libano 2001
Inglaterra 2001
EUA 2001
Portugal 2001

Italia 2001

Irlanda 2001

EUA 2002
Rep. Checa 2004

PRODUCTOS BASADOS EN FRUTAS Y LEGUMBRES

Mermeladas y salsas
“Mochi-yuomogi”

Guacamole, aguacates en
mitades, salsas

Arroz hipoalergénico y arroz
precocido

Manzana, pera, fresa

Guacamole y productos de
aguacate

Guacamole y productos de
aguacate

Aros de cebolla
Puré y salsa de manzana
Productos de soja, “tofu”

Preparado de legumbres listo
para su consumo

400 MPa/10-30 min
400 MPa/10 min/50 °C

600 MPa/2-3 min/4 °C

400 MPa
600MPa/2-5 min/17 °C
N.D.

N.D.

N.D.
N.D.
N.D.

500 MPa

ZUMOS DE FRUTAS Y BEBIDAS

Zumo de uva

Zumo de mandarina

Sake
Zumo de citricos

Zumo de citricos y mezcla de
leche y zumo de frutas

Zumo de frutas

Zumo de citricos y mezcla de
leche y zumo de frutas

Zumo de manzana
Zumo de manzana

Zumo de frutas y jugo de
legumbres

Zumo de citricos y mezcla de
leche y zumo de frutas

Zumo de naranja y de limén
Zumo de manzana

150-200 MPa/15-20
min/5 °C *

400 MPa/1min/20 °C **

400 MPa/30 min/15 °C
400 MPa/1 min/20 °C

500 MPa
500 MPa
500 MPa/1 min **

N.D.**
450 MPa/20-90 s/
12°C
600 MPa/3-5 min/
17 °C
N.D.

N.D.*
N.D.

2a3mesesa4°C
3 meses a4 °C

1mesa4°C

Temperatura
ambiente

1 a2 meses

N.D.

N.D.

45 dias
N.D.
N.D.

1 mes

Varios meses a
20 °C
Un afo a
20 °C-22 °C
6-12 meses, 4 °C
18 diasa 4 °C

N.D.
1 mes
21 dias

N.D.
21 dias

1 a2 meses

21 dias

21 dias
21 dias

Fuente: Chéret (2005). * Método directo.** Método directo semi continuo. N.D.= Datos no disponibles

No hay ningun estudio que demuestre toxicidad de los productos tratados

por alta presion. Sin embargo, ya que la APl modifica la estructura de las

proteinas, la actividad de algunas enzimas y ciertos enlaces moleculares, algunos
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riesgos podrian surgir. Sera necesario recopilar los estudios sobre toxicidad,
capacidad antigénica, pérdida de digestibilidad y calidad nutricional de los
productos para clarificar el rol de la API en relacion a la toxicidad de los alimentos
(Hugas et al., 2002).

8. Equipos

La técnica de presurizacion consiste en aplicar una presion sobre un liquido
que contiene el producto, envasado al vacio en un material flexible e
impermeable, que sera sometido al tratamiento. El equipo se compone de una
camara de acero resistente a la presion, un circuito de alta presién, un sistema de
bombeo externo de compresion del fluido, una unidad de control y un dispositivo

de calentamiento o enfriamiento (Figura 2).

Figura 2. Equipo industrial de alta presion

(Cortesia de N C Hyperbaric, Espafa)

La generacion de la presidn se consigue mediante compresion directa o
indirecta: en el primer sistema, la presién se genera directamente en el interior de
la cdmara por la compresién de un piston sobre el medio de contacto, y su ventaja
es que alcanza rapidamente las presiones elevadas, pero esta limitado por el uso
de camaras de poco diametro y problemas de estanqueidad. En la compresion
indirecta, un intensificador o una bomba de alta presion envia un fluido hacia la

camara de presurizacién hasta alcanzar la presion deseada. Este es el método
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mas utilizado en la industria alimentaria y es el que se empled para los
experimentos de esta tesis. La temperatura se controla por calentamiento

eléctrico o mediante sistemas de intercambio de calor.

En 2006, unos ochenta y dos equipos con volumenes entre 35 y 360 L
instalados en empresas de varios paises del mundo produjeron mas de 100 000 t
de productos presurizados (Knorr et al., 2006). En términos de produccion, la alta
presion es un proceso por lotes, sin embargo, los equipos industriales permiten
una produccion semi-continua al ensamblar dos o tres equipos en serie. Los
costos estimados de produccion de los productos tratados por alta presién pueden

observarse en la Tabla 15.

Tabla 15. Costos de produccidén de tratamientos por alta presion

VOLUMEN DE LA CAMARA A PRODUCCION ? | COSTO | PRODUCCION® | COSTO

(L) (kg/h) (€/kg) (kg/h) (€/kg)
55 170 0.19 250 0.12
150 425 0.14 660 0.09
300 850 0.11 1325 0.07
600 2000 0.09 3100 0.05

Fuente: Chéret (2005). Calculos basados en un factor de llenado de la cdmara de un 50% y una duracion media del
tratamiento a 600 MPa de a) 3 min o b) 1 min

La efectividad del tratamiento por APl estd muy influida por las propiedades
fisicas y mecanicas del material del envase. Este debe resistir las presiones de
operacion, tener buenas propiedades de sellado y la habilidad de prevenir el
deterioro de la calidad de los alimentos durante la aplicaciéon del tratamiento.
Debe soportar una deformacién del 15% a 600 MPa en la carne envasada al
vacio y sus componentes no deben migrar hacia el producto. En general, las
peliculas plasticas utilizadas en alimentos como el polietileno de baja densidad no
se ven modificadas por presiones de 400 a 600 MPa (Le Bail, Hamadami vy
Bahuaud, 2006).

El nivel de aceptacion de la APl por los consumidores es del 74% en
Alemania, 71% en Francia y 55% en el Reino Unido. ElI promedio de aceptacién

es de 67%, cercano al umbral del 60%, considerado como una indicacion positiva
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para esta nueva tecnologia (Barbut, 2004). En la Tabla 16 se presenta una lista

de los principales proveedores de equipo y componentes de alta presion.

Tabla 16. Proveedores de equipos y componentes de alta presion

EMPRESAS

Avure Technologies. Washington, USA.

Autoclave Engineers. Pennsylvania, USA.

Elmhurst Research, Inc. New York, USA.

Engineered Pressure Systems, Inc.
Massachusetts, USA.

Harwood Engineering Company, Inc.
Massachusetts, USA.

High Pressure Equipment Company.
Pennsylvania, USA.

Kobelco (Kobe Steel Group). Japan.

Mitsubishi Heavy Industries. Japan.

NC Hyperbaric. Burgos, Espafia.

Resato International, B.V.Roden, The
Netherlands.

SITEC-Sieber Engineering A G. Zirick,

Switzerland.

Stansted Fluid Power, Ltd. Essex, United

Kingdom.

UHDE High Pressure Technologies GmbH.

Hagen, Germany.

URL*

http://www.avure.com

http://www.autoclaveengineers.com/

http://www.elmhurstresearch.com/

http://www.epsi-highpressure.com/

http://users.rcn.com/harwood.ma.ultranet/

http://www.highpressure.com/

http://www.kobelco.co.jp/english/index.html

http://www.mhi.co.jp/e_hqg/e_koatsu/04.html

http://www.nchyperbaric.com/

http://www.resato.com/

http://www.sitec-hp.ch/SITEC/Steri.htm

http://www.sfp-4-hp.demon.co.uk/home.htm

http://www.uhde-hpt.com/

Fuente: Chéret (2005). *URL = Localizador uniforme de recursos en internet

9. Regulacién

La legislacion europea para los productos tratados por alta presion en la

industria alimentaria esta basada en el Reglamento CE 258/97 que entr6 en vigor

el 15 de mayo de 1997. Antes de la comercializacién, se requiere una autorizacion
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para los nuevos alimentos o los nuevos ingredientes dentro de la UE. Esta
normativa es obligatoria para la totalidad de los estados miembros y todo
industrial debe presentar un expediente para su autorizacion segun la
recomendacion del 27 de julio de 1997. Actualmente en Espanfa, si es posible
demostrar que el nuevo producto es sustancialmente equivalente a alguno que se
encuentre ya en el mercado, entonces se considera bajo la normativa nacional y
el expediente debera enviarse a la Union Europea so6lo como informacién (Hugas
et al., 2002).

En EUA, la reglamentacién es mucho mas favorable para el desarrollo de
nuevos productos. Los dos organismos responsables de la autorizacion de
comercializaciéon de alimentos son: la FDA (Food and Drug Administration) y el
FSIS (Food Safety and Inspection Service). La FDA autoriza la comercializacion
pero declina toda responsabilidad por lo que el industrial es el unico garante y la
FSIS exige simplemente que el tratamiento por APl sea capaz de destruir L.
monocytogenes en los platos cocinados o en los productos listos para consumir,

basados en carne o ave (Chéret, 2005).

E. TRANSGLUTAMINASA

1. Antecedentes

Las transglutaminasas son una familia de proteinas presentes en la mayoria
de los tejidos y fluidos extracelulares de los vertebrados (Wilhelm, Meinhardt y
Seitz, 1996), e involucradas en varios procesos biolégicos tales como:
coagulacion sanguinea, cicatrizacion de heridas, queratinizacién de la epidermis,
endurecimiento de la membrana de los eritrocitos. El rol fisiolégico de las TGasas
parece ser muy diverso y varias enfermedades se han relacionado con deficiencia
0 sobreproduccion de estas enzimas en el organismo humano (Aeschlimann y
Thomazy, 2000).

Se identificaron por primera vez por Waelsch y colaboradores (Clarke,
Mycek, Neidle y Waelsch, 1959) como enzimas del higado capaces de incorporar

aminas dentro de las proteinas y estan ampliamente distribuidas en la naturaleza.
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Se han encontrado en mamiferos, pescado, plantas y microorganismos (Fesus y
Piacentini, 2002). Wilhelm et al. (1996) distinguieron varios tipos o isoformas de
las transglutaminasas segun la fuente de obtencion y describieron los métodos de
extraccion y purificacion asi como la manera de determinar su actividad. La masa
molecular de las diferentes isoformas determinadas por electroforesis (SDS-

PAGE) y la fuente de obtencion se presentan en la Tabla 17.

Tabla 17. Masa molecular de las diferentes isoformas de transglutaminasa

MASA .
ENZIMA MOLECULAR FUENTE DE OBTENCION
(kDa)
TGasa SECRETORIA 65-70 Préstata (cobaya, rata)
TGasa TISULAR 80-85 Higado (cobaya, rata)
TGasa HEMOCITICA 86 Eritrocitos (hombre)
TGasa QUERATINOCITICA 92 Higado, condrosarcoma (rata)
FACTOR Xilla 80 Plaquetas, placenta, plasma
(hombre)
TGasa EPIDERMICA (Proenzima) 78 Piel (cobaya, hombre)
TGasa EPIDERMICA (Enzima 50
activa)

Fuente: Wilhelm et al. (1996)

A principios de 1980, se llevaron a cabo los primeros experimentos en
alimentos y se observé la posibilidad de modificar el comportamiento de proteinas
de la leche y de la soja utilizando transglutaminasa extraida de higado de cobaya
y de plasma bovino (lkura, Kometani, Sasaki y Chiba, 1980; Kurth y Rogers,
1984). Numerosas investigaciones demostraron que los enlaces cruzados
formados mejoran varias de las propiedades funcionales de las proteinas como la
capacidad emulsionante, la solubilidad y la gelificacion, sin embargo, los altos
costos y la poca disponibilidad de esas enzimas, limitaron su uso en la industria

alimentaria (Motoki y Seguro, 1998).

La TGasa de higado de cobaya fue la unica fuente de enzima comercial
durante varios afos y Akamittath y Ball, Jr. (1992) observaron que la actomiosina
obtenida de carne de pavo podia ser polimerizada a diferente pH y temperatura.
Diversos investigadores intentaron obtener cantidades elevadas de enzima

mediante la manipulacion genética usando microorganismos huéspedes como
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Escherichia, Bacillus, Aspergillus o Saccharomyces. No obstante, ninguna de
esas transglutaminasas se comercializaron debido en parte a la baja aceptacion o
al poco rendimiento obtenido (Yokoyama, Nio y Kikuchi, 2004). Finalmente, la
produccion para uso industrial (Motoki et al., 1990) fue posible con el aislamiento
y purificacion (Ando et al., 1989) de una enzima secretada por un microorganismo
taxonomicamente clasificado como una variante de Streptoverticillium
mobaraense (Washizu et al., 1994), actualmente denominado Streptomyces
mobaraense. Esta enzima formd enlaces covalentes en las proteinas, propiedad
fundamental de wuna transglutaminasa, y se denomind transglutaminasa
microbiana (MTGasa) (Nonaka et al., 1989).

2. Clasificacion

La proteina-glutamina-y-glutamiltransferasa® (EC 2.3.2.13) conocida
comunmente como transglutaminasa (TGasa) (Nomenclature Committee of the
International Union of Biochemistry and Molecular Biology, 1992), cataliza la
reaccion de transferencia de grupos acilo entre el grupo y-carboxiamida de un
péptido ligado a un residuo de glutamina (donador de acilos) y una variedad de

aminas primarias (aceptor de acilos), incluyendo el grupo amino de la lisina

(Figura 3a).
lll'IJ | O
(a)  Gln-C-NHz+ RNHz ———= GIn-C-NHE + NH:
s} |0 |

1 I
(b} GIn-C-NHz+ NHz-Lvs ——— Glp-C-NH-Lys + NHz

) | O
I

11
(g} Gln-C-NHz + HOH —* Gln-C-OH + NH:
i

Figura 3. Reacciones de la transglutaminasa

Fuente: Motoki y Seguro (1998)

3 Transglutaminasa, transglutaminasa tisular, factor Xllla, fibrinoligasa, factor estabilizante

de la fibrina, glutaminilpépitido y-glutamiltransferasa, poliamina transglutaminasa.

51



Maria del Pilar Trespalacios Sosa

Cuando el grupo g-amino de la lisina es el sustrato, las cadenas de péptidos
quedan unidas a través de enlaces covalentes e-(y-glutamil)lisina (G-L) (Figura
3b). En ausencia de sustratos con grupos amino, la TGasa cataliza la hidrélisis del
grupo y-carboxiamida del grupo glutaminil resultando en una desamidacion
(Figura 3c) (Yokoyama et al., 2004).

3. Estructura de la MTGasa

La MTGasa es secretada en el medio de cultivo desde la membrana
citopldsmica como un zimégeno y se activa por un proceso proteolitico
(Pasternack, Dorsch, Otterbach, Robenek, Wolf y Fuchsbauer, 1998), por lo tanto,
no requiere disrupcién celular, su purificacion es facil y su comercializacion ha

sido rapida (Zhu, Bol, Rinzema y Tramper, 1995).

La MTGasa es una proteina simple, monomérica que consiste en 331
aminoacidos y su masa molecular calculada a partir de la composicion de
aminoacidos es de 37 863 Da (Kanaji et al., 1993). La estructura cristalina de la
MTGasa fue determinada por Kashiwagi et al. (2002). Forma un dominio
compacto con una profunda hendidura en uno de los lados de la molécula, donde
se encuentra el residuo catalitico de Cys® y no se encontré ninguna proteina
similar a su estructura en las bases de datos (Figura 4). La estructura compacta
de la MTGasa es totalmente diferente de la obtenida del plasma humano (F Xllla)
y de la de tipo tisular derivada de higado de pescado (FTGasa), las cuales se
parecen entre si (Yee et al., 1997; Noguchi, Ishikawa, Yokoyama, Ohtsuka, Nio y
Suzuki, 2001).

En la estructura tridimensional de la TGasa FXIIl, un residuo de Tyr restringe
la accesibilidad del sitio activo y posiblemente los iones Ca** causan un cambio
estructural que libera al residuo de Tyr y permite que se forme el complejo
intermedio acil-enzima. Sin embargo, en la MTGasa, la Cys64 esta suficientemente
expuesta al solvente, por lo que reacciona rapidamente con el sustrato. Un
estudio reciente de RMN revela que esta discrepancia entre los dos tipos de
enzima, marca la diferencia en cuanto a la especificidad del sustrato y la

velocidad de reaccion (Shimba, Yokoyama y Suzuki, 2002).
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Figura 4. Modelo de Van der Waals de la transglutaminasa microbiana

Fuente: Kashiwagi et al. (2002). Nota: Los residuos aromaticos e hidrofobicos estan coloreados en azul, la cisteina

en rojo y los demas en verde

4. Caracteristicas

La MTGasa es estable en un amplio rango de pH, su pH éptimo esta entre 5
y 8, sin embargo, a pHs 4 y 9 todavia expresa actividad enzimatica. El pl de la
MTGasa es 8.9. La temperatura Optima es de 55 °C a pH 6.0, pero mantiene
completamente su actividad a 40 °C y conserva alguna actividad cerca del punto
de congelacion (Ando et al., 1989). Se inactiva irreversiblemente a 80 °C después
de 2 min a presion atmosférica (Menéndez, Rawel, Schwarzenbolz y Henle,
2006).

La MTGasa cataliza la formacion de enlaces ¢-(y-glutamil)lisina en la
mayoria de las proteinas como caseinas, globulinas de soja, gluten, proteinas de
huevo, miosina, fibrina; sin embargo la cantidad de enlaces cruzados depende de
la estructura macromolecular de cada sustrato (Dickinson, 1997). Los residuos de
glutamina residen en regiones flexibles de la cadena polipeptidica o en regiones
con giros B o inversos, por lo que las caseinas son excelentes sustratos (Nio,
Motoki y Takinami, 1986). Sin embargo, se ha publicado ampliamente que las
proteinas globulares como la ovoalbumina y la B-lactoglobulina no son atacadas
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por la transglutaminasa en su estado nativo. La susceptibilidad de las proteinas
globulares a la induccion de enlaces cruzados puede incrementarse de varias
maneras: por modificacion quimica, por ruptura de enlaces disulfuro, por
conversion al estado de glébulo fundido o por adsorcion en la interfase aceite-

agua (Dickinson, 1997).

Por definicidn, las transglutaminasas requieren Ca®** para expresar su
actividad enzimatica (Folk y Chung, 1985), sin embargo, la MTGasa es totalmente
independiente (Motoki et al., 1990). Esta caracteristica es muy util en la
modificacion de las propiedades funcionales de las proteinas, debido a que
muchas proteinas presentes en los alimentos como caseinas, globulinas de soja y
miosina, son susceptibles y precipitan facilmente en presencia de Ca** (Nakahara,
Nozawa y Seki, 1999; Matsumura, Lee y Mori, 2000). Otros cationes como Cu?",
Zn?*, Pb?* y Li* inhiben con fuerza su actividad y Ni**, Co*" y Fe®" la inhiben
moderadamente, posiblemente porque se ligan al grupo tiol de la Cyss"'. Sin
embargo, K*, Na*, Mg, Mn?* y Ba®* no afectan la actividad enzimatica (Tsai, Lin
y Jiang, 1996).

5. Biodisponibilidad

Kumazawa, Sakamoto, Kawajiri, Seguro y Motoki (1996) encontraron que los
enlaces e-(y-glutamil)lisina ocurren de forma natural en huevos de varias especies
de pescado como salmon, arenque y sardina. Sakamoto, Kumazawa, Kawajiri y
Motoki (1995) realizaron un analisis cuantitativo de enlaces G-L en 127 alimentos
frescos y procesados y encontraron elevadas concentraciones en pescado,
crustaceos, carnes, aves y soja, sin embargo, no se hallaron en la leche y
productos lacteos, debido posiblemente a la presencia de un péptido inhibidor de
la actividad de la TGasa que si se encuentra en la leche, tanto de bovino, de
cabra, de oveja como humana (de Jong, Wijngaards y Koppelman, 2003). La
mayor cantidad de enlaces G-L se observé en alimentos procesados como
“kamaboko”, jamon, pollo frito, cerdo asado y hamburguesas. Es comun que la
TGasa endogena forme enlaces cruzados durante el cocinado, ya que muchos
organismos contienen TGasa en sus o6rganos y tejidos y la velocidad de
calentamiento es muy lenta, lo que permite que la enzima actue antes de ser

inactivada por altas temperaturas. El calentamiento induce la formacién de
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enlaces cruzados G-L como consecuencia de la deshidratacion de los grupos y-
carboxilo de la gutamina y e-amino de la lisina (Gerrard, 2002), por lo que si el
hombre los ha ingerido desde el descubrimiento del fuego y el cocinado de los
alimentos, se puede considerar que su consumo es seguro (Motoki y Seguro,
1998).

Después de la ingestion de proteinas con enlaces G-L, las enzimas
digestivas de los mamiferos rompen los polipéptidos en aminoacidos, pero
mantienen los dipéptidos G-L intactos que se absorben en las paredes intestinales
y transportan al higado, donde se metabolizan por dos enzimas que degradan los
enlaces: la y-glutamil-transferasa (EC 2.3.2.2) y la y-glutamil-ciclotransferasa (EC
2.3.2.4), generando lisina libre. Varios investigadores han demostrado en
experimentos realizados en ratas que la lisina proveniente de los enlaces
cruzados se incorpora a los tejidos y se aprovecha por el organismo (Friedman y

Finot, 1990; Seguro, Kumazawa, Kuraishi, Sakamoto y Motoki, 1996).

La MTGasa también es capaz de incorporar aminoacidos o péptidos a
sustratos de proteinas lo cual puede aumentar el valor nutricional de los alimentos
porque los aminoacidos o dipéptidos incorporados covalentemente se comportan
como aminoacidos endogenos (Nonaka, Matsuura y Motoki, 1996). Sorensen,
Rasmussen y Petersen (1999) comprobaron que la metionina puede incorporarse
a la caseina asi como la lisina y las proteinas de la soja al gluten de trigo.
También la lisilmetionina o la lisinarginina pueden ser afiadidas a la caseina para

contrarrestar la deficiencia de metionina o arginina (Yokoyama et al., 2004).

6. Alergenicidad

Como ya se sabe, la utilizacién de nuevas proteinas en la elaboracién de
alimentos puede aumentar el riesgo de inducir reacciones alérgicas en individuos
sensibles o susceptibles a ser sensibilizados por la proteina introducida. Por tanto,
todas las proteinas nuevas deben evaluarse antes de su introduccién en el
mercado. Yamauchi, Uenikawa, Enomoto, Tanimoto, Oohata y Motoki (1991)
desarrollaron un método para reducir la alergenicidad de algunos péptidos vy
proteinas alimentarias que actuan como alergenos, al ser tratados con la enzima.

En 2004, tanto Pedersen et al. como Poulsen investigaron la posible alergenicidad
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de la MTGasa derivada de Streptomyces mobaraense y concluyeron que no hay
ningun problema de seguridad con el potencial alergénico de la MTGasa. Sin
embargo, Gerrard y Sutton (2005) consideran que la adicion de MTGasa a
productos de cereales puede generar el epitope responsable de la enfermedad

celiaca.

7. Aplicaciones en el procesamiento de alimentos

La estuctura y propiedades de la MTGasa le confieren importantes
caracteristicas que la hacen muy ventajosa para su utilizacidon en la industria

alimentaria:

= amplio intervalo de pH

= temperatura de actividad baja y media
= alta velocidad de reaccion

* baja masa molecular

= independencia de Ca**

= menor especificidad de sustrato

= menor actividad para la desamidacion

La MTGasa puede establecer enlaces cruzados con un abanico mas amplio
de proteinas que el que presentan las TGasas obtenidas de mamiferos (de Jong,
Wijngaards, Boumans, Koppelman y Hessing, 2001). Actualmente, la MTGasa se
utiliza ampliamente para mejorar las propiedades fisicas de muchos alimentos
ricos en proteinas como carne, pescado, lacteos, productos de panaderia o de
soja, etc. (Kuraishi et al., 2001; Pszczola, 2002), y se encuentra incluida en el
inventario de coadyuvantes de elaboracion (ICE) del Comité del Codex sobre
Aditivos Alimentarios y Contaminantes de los Alimentos (CCFAC) del Programa
Conjunto FAO/OMS sobre Normas Alimentarias (Comision del Codex
Alimentarius, 2006).

Carney productos cérnicos

La reestructuracion de la carne fresca ha sido una de las principales
aplicaciones iniciales de las TGasas (Paardekooper y Wijngaards, 1988). La

MTGasa puede reestructurar cortes de carne de bajo costo de varias especies y

56



Introduccion

mejorar su valor en el mercado de productos procesados (Lee y Park, 2003). Una
combinacion de MTGasa y caseinato forma una masa viscosa que liga las piezas
de carne de cerdo sin necesidad de utilizar sal ni calor (Kuraishi, Sakamoto,
Yamazaki, Susa, Kuhara y Soeda, 1997). Otros ingredientes como una mezcla de
gelatina y proteinas de soja se han utilizado junto con la MTGasa para unir piezas

de salchichas (Soeda, Hokazono, Ozawa y Fujiwara, 2005).

La capacidad de la miosina de formar un gel después de la adicién de
TGasa es un factor importante en la preparacion de jamén y salchichas (Kuraishi,
Sakamoto y Soeda, 1998). Varios investigadores han estudiado el efecto de la
concentracion de enzima, de sal y de fosfatos en las caracteristicas de los
productos. Pietrasik y Li-Chan (2002b) observaron el efecto de la concentracion
de sal y MTGasa sobre el color y la textura de los geles de carne de cerdo
producidos por calor, y Soeda, Kasagi, Hokazono, Yamazaki y Muguruma (2006)
encontraron un mayor numero de enlaces cruzados al aumentar las
concentraciones de MTGasa en presencia de polifosfatos y un bajo nivel de sal en
geles de carne, sin embargo, Hammer (1998) concluy6é que no existe interaccion
entre la enzima y los polifosfatos. Muguruma et al. (2003) observaron una mejor
textura en salchichas de pollo mediante la adicion de MTGasa, soja y proteinas
séricas inclusive a reducidos niveles de fosfatos y Kilic (2003) mejor6 las

caracteristicas de “kebab” de pollo al afadir MTGasa y caseinato de sodio.

Se han utilizado diversos ingredientes no carnicos en combinacién con la
enzima para modificar las caracteristicas de textura y retencion de agua en
diversos productos: caseinatos (Kilic, 2003; Pietrasik y Jarmoluk, 2003; Carballo,
Ayo y Colmenero, 2006), carragenatos (Pietrasik y Li-Chan, 2002; Pietrasik, 2003;
Verbeken, Neirinck, van der Meeren y Dewettinck, 2005), soja (Tsao, Kao, Hsieh y
Jiang, 2002; Muguruma et al., 2003), albumen de huevo (Pietrasik, 2003), nueces
(Cofrades, Ayo, Serrano, Carballo y Jiménez Colmenero, 2006) o manzana
deshidratada (Lantto, Plathin, Niemisto, Buchert y Autio, 2006). También se han
usado otras proteinas de origen animal como surimi (Dondero, Figueroa, Morales
y Curotto, 2006), lomo de cerdo de baja calidad o jamon (Chin y Chung, 2003;
Katayama, Chin, Yoshihara y Muguruma, 2006) y plasma sanguineo (Jarmoluk y
Pietrasik, 2003).
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La MTGasa se ha empleado en productos elaborados con carne de cerdo,
bovino, pollo y cordero, sin embargo, se ha demostrado que la eficiencia de la
enzima varia con la especie animal (Carballo et al., 2006). Mediante la adicion de
MTGasa se mejora la estabilidad de las emulsiones proteicas tipo aceite en agua,
se incrementa la capacidad emulsionante de los homogeneizados de pollo (Ruiz-
Carrascal y Regenstein, 2002) y las caracteristicas de carne palida, blanda y

exhudativa (PSE) pueden contrarrestarse (Milkowski y Sosniki, 1999).

Pescado y pastas de pescado

Se sabe que la transglutaminasa se encuentra ampliamente distribuida en el
musculo de pescado, sin embargo, su actividad varia dependiendo de la especie
(Tsukamasa, Miyake, Ando y Makinodan, 2002). Seki et al. (1990) encontraron
que la transglutaminasa enddgena del pescado causa el fendmeno conocido
como “suwari” que consiste en el endurecimiento de la pasta de proteina de
pescado (surimi) a baja temperatura debido a la formacion de enlaces cruzados.
Actualmente no hay duda de que tanto la TGasa enddégena como la MTGasa
exdgena mejoran la eficacia de la materia prima para formar geles de pescado,
sin embargo, la formacién de isopéptidos en los geles de surimi durante el

“suwari” difiere cuando es catalizado por una u otra enzima (Sato et al., 2001).

La mayoria de las investigaciones del uso de la MTGasa en la industria
pesquera estan relacionadas con la produccion de surimi (Asagami, Ogiwara,
Wakameda y Noguchi, 1995; Dondero, Curotto y Figueroa, 2002). Asimismo, la
adicion de enzima es util para la obtencion de productos reestructurados de
pescado o para mejorar el proceso y minimizar las pérdidas de materia prima en
el tratamiento de filetes de pescado (Ramirez, Uresti, Téllez y Vazquez, 2002;
Téllez-Luis, Uresti, Ramirez y Vazquez, 2002; Armbrust, Werlein y Watkinson,
2003). No obstante, también se pueden provocar algunos efectos negativos en las
propiedades mecanicas y en el color de los geles al combinar la enzima con

pectinas de bajo metoxilo (Uresti, Ramirez, Lépez-Arias y Vazquez, 2003).

Productos lacteos

Las caseinas son particularmente buenos sustratos para la MTGasa

(Faergemand, Sorensen, Jorgensen, Budolfsen y Qvist, 1999; O'Connell y de
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Kruif, 2003), en cambio, las proteinas del suero tienden a ser menos eficientes en
la formacion de los enlaces cruzados debido a su estructura globular (Sharma,
Zakora y Quvist, 2002) y, en un sistema mixto como la leche, las caseinas forman
enlaces cruzados preferentemente con las proteinas séricas (Han y Damodaran,
1996). Estas ultimas requieren alguna modificacion para poder formar enlaces

cruzados entre ellas y las caseinas (Lorenzen, 2000).

La inclusién de MTGasa acelera la velocidad de formacion de los geles de
caseina, y les proporciona una mayor viscoelasticidad en relacién con los geles
obtenidos por acidificacion o por renina (Flanagan, Gunning y Fitzgerald, 2003).
Cuando la enzima se aplica a productos lacteos es posible mejorar la fuerza del
gel, las propiedades mecanicas y la capacidad de retencion de agua, aumentar la
viscosidad, la estabilidad, la coagulacién enzimatica y disminuir la permeabilidad
de los geles (Ozrenk, 2006). Las caracteristicas de los geles formados por
caseina o leche desnatada estan fuertemente influenciadas por la concentracion
de enzima y la formacion excesiva de enlaces inter e intramoleculares puede
potenciar polimeros demasiado largos que impiden el desarrollo de la red

(Truong, Clare, Catignani y Swaisgood, 2004).

Uno de los mayores campos de aplicacion de la MTGasa es la elaboracion
de yogurt, ya que disminuye la sinéresis e incrementa la fuerza del gel (Lorenzen,
Mautner y Schlimme, 1999; Lauber, Henle y Klostermeyer, 2000; Imm, Lian y Lee,
2000). También se aplica en la produccion de queso a partir de proteinas del
suero de leche (Soeda, 2000) o leche entera (Kuraishi, Sakamoto y Soeda, 1997).
El campo potencial de aplicacion de la enzima en la industria lactea incluye la
estabilizacién de productos como nata batida y la preparacion de caseinatos con
enlaces cruzados como ingredientes funcionales (Lorenzen, Schlimme y Roos,
1998).

Productos de soja

Las proteinas de la soja, tales como globulinas 11S y 7S, son buenos
sustratos para la MTGasa (Nonaka, Toiguchi, Sakamoto, Kawaijiri, Soeda vy
Motoki, 1994). La formacion de biopolimeros de la proteina 11S con las proteinas

séricas mejoran su estabilidad térmica (Yildirim y Hettiarachchy, 1997). La adicién
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de enzima mejora la suave textura del “tofu” y evita la pérdida de agua durante la
esterilizacion posterior para prolongar su vida util (Nonaka, Sakamoto, Toiguchi,
Yamagiwa, Soeda y Motoki, 1996; Kwan y Easa, 2003).

Productos de trigo

Las proteinas del gluten de trigo determinan las propiedades de la masa
panaria y juegan un rol predominante en la calidad del pan. Los puentes disulfuro
presentes refuerzan la red del gluten lo cual es beneficioso para la calidad de las
hogazas de pan (Kaufman, Hoseney y Fennema, 1986). También en este caso, la
MTGasa favorece la formacién de polimeros de alta masa molecular que
modifican las propiedades fisicoquimicas y el comportamiento reoldgico de la
masa (Mujoo y Ng, 2003). Después de la adicion de la enzima, se observa un
incremento en la cantidad de enlaces cruzados, en la formacion de gluteninas de
alta masa molecular y en el volumen de la masa de pan y de bollos, asimismo, se
mejoran las caracteristicas del horneado en harinas de gluten débil (Gerrard,
Fayle, Brown, Sutton, Simmons y Rasiah, 2001; Bauer, Koehler, Wieser y
Schieberle, 2003).

Peliculas comestibles

A partir de proteinas de leche, soja, pectina, colageno o mezclas entre si, se
han desarrollado peliculas comestibles muy resistentes (Mariniello, Di Pierro,
Esposito, Sorrentino, Masi y Porta, 2003; Oh, Wang, Field y Aglan, 2004).
Takagaki, Narakawa y Uchio (1991) han propuesto un método para la
conservacion de frutas y vegetales mediante el recubrimiento con una membrana

conteniendo diversas proteinas y MTGasa.

Otras aplicaciones no alimentarias

La MTGasa tiene aplicaciones interesantes en otros campos como la
industria textil al incrementar la fuerza de la fibra y reducir el encogimiento de la
lana (Cortez, Bonner y Griffin, 2004); la industria peletera para producir pieles mas
resistentes (Marmer, Brown, Taylor y Cabeza, 2001); la industria farmacéutica en

el desarrollo de un material que promueve la absorcion de minerales para la
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formulacion de suplementos alimenticios (Noguchi, Tanimoto y Mori, 1992), y en

la produccién de peliculas fotograficas (Reiner, Pasternack y Zotzel, 2006).

8. MTGasa y alta presién

A pesar de que las aplicaciones de la MTGasa son muy amplias y estan bien
documentadas, existen pocos estudios sobre su efecto en alimentos tratados por
alta presién. Los trabajos realizados por Nonaka, Ito, Sawa, Motoki y Nio (1997)
sobre la aplicaciéon de MTGasa y API revelaron su efectividad al acelerar la
reaccion de transferencia de grupos acilo entre dimetil caseina y monodansil
cadaverina con tratamientos de 200-600 MPa durante 30 min. La incorporacion de
esta ultima a algunas proteinas ocurre cuando la enzima y la cierta presion se

aplican al sustrato como pre-tratamiento.

Lauber, Noack, Klostermeyer y Henle (2001b) observaron que la MTGasa
exhibe una gran estabilidad por encima de 400 MPa a 60 °C en solucién tampén y
Lee y Park (2002) demostraron que mantiene un 60% de su actividad inicial aun
después de la presurizacion a 600 MPa a 60 °C durante 60 min, indicando que es
mas resistente a la presion que otras enzimas. Recientemente, Menéndez et al.
(2006) estudiaron la actividad de la MTGasa entre 40 °C y 80 °C sometida a
presion. A 600 MPa, la enzima mostro un 50% de su actividad después de 12 min
a 40 °C. Estas condiciones provocaron la pérdida de estructura terciaria y una
disminucién en el contenido de hélices a. Los autores concluyeron que el centro
activo de la enzima es resistente a la alta presion, y que la inactivacién es
causada por la destruccion de hélices a lo cual influye en la estabilidad de la
enzima en solucion. La inactivacion irreversible de la enzima se alcanz6 después

de 2 min a 80 °C a presion atmosférica.

En los ultimos afos, las investigaciones realizadas sobre la MTGasa
combinada con API se han enfocado principalmente al estudio de los efectos de la
enzima sobre las proteinas miofibrilares y productos de pescado, asi como sobre
leche y productos lacteos. La Tabla 18 resume los principales trabajos sobre el

tema.
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Leche

Lauber, Noack, Klostermeyer y Henle (2001a) observaron la oligomerizacién
de B-lactoglobulina en presencia de MTGasa a 400 MPa/40 °C. El numero de
enlaces cruzados fue menor cuando la enzima se anadid después de la
presurizacidon y no se detectd ningun oligdbmero cuando la proteina se incubd con
la enzima a presion atmosférica. Esto demuestra que las proteinas globulares,
que normalmente no son afectadas por la MTGasa, pueden modificarse durante el
tratamiento de API y la enzima. Asimismo, se advirtio la formacion de heterdlogos
entre B-lactoglobulina y B-caseina bajo las mismas condiciones (Lauber, Krause,

Klostermeyer y Henle, 2003).

Las micelas de caseina en leches tratadas con la enzima fueron mas
resistentes a la alta presion y a la hidrélisis por plasmina (O'Sullivan, Kelly y Fox,
2002). En un estudio con leche acidificada, se aprecio un incremento notable en la
firmeza del gel debido al aumento de enlaces cruzados entre las proteinas séricas
y la caseina, cuando la accién de la MTGasa se dio en condiciones de alta

presion (Anema, Lauber, Lee, Henle y Klostermeyer, 2005).

Pescado

Las pastas de surimi pueden formar geles muy fuertes a baja temperatura,
debido a la polimerizacion de la miosina mediante la formacion de enlaces
covalentes no disulfuro, que es catalizada por la transglutaminasa endégena de
pescado (Kimura, Sugimoto, Toyoda, Seki, Arai y Fujita, 1991; Kamath, Lanier,
Foegeding y Hamann, 1992). El proceso tradicional de elaboracién de los geles
de surimi, se lleva a cabo en dos etapas: la primera, es la formaciéon de un gel
translucido y elastico a temperaturas menores de 40 °C, fendmeno conocido como
“setting” y una segunda etapa de calentamiento por encima de 80 °C, lo que
produce un gel mas fuerte y elastico. Sin embargo, este tratamiento térmico
promueve la pérdida de calidad del producto (de Jong y Koppelman, 2002). Como
la APl puede inducir la gelificacién a bajas temperaturas (Ohshima, Ushio y
Koizumi, 1993) se utiliza en la produccion de geles de surimi y se ha descrito que
éstos resultan mas suaves, mas elasticos y sensorialmente superiores a los

producidos por calor (Tabilo-Munizaga y Barbosa-Canovas, 2004).
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Tabla 18. Estudios realizados sobre transglutaminasa combinados con alta presién

FUENTE

Seroalbumina bovina,
ovoalbumina, lisozima
y y-globulina

Pechuga de pavo

B-Lactoglobulina

Leche desnatada de
bovino

B-lactoglobulina y -
caseina

Geles acidos de leche
desnatada

Surimi

Surimi

Pasta de pescado

Pasta de pescado

Proteinas
miofibrilares

Pasta de pescado

TRATAMIENTOS

EFECTO REFERENCIA

VARIAS PROTEINAS

+MTGasa
200 400 o 600 MPa/
40 °C/30 min

+MTGasa
250 o 300 MPa/4 °C,
40 °C 0 50 °C/15 min

LACTEOS

+MTGasa
400 MPa/40 °C/60 min

+ MTGasa/6 °C/24 h
600 MPa/20 °C/20 min

+MTGasa
400 MPa/40 °C/90 min

+ MTGasa bajo presion
400 MPa/40 °C/0-120 min

PESCADO

TGasa enddgena
300 MPa/5 °C/30-120min
previo al setting

+ MTGasa
300 MPa/4 °C/15 min
previo al setting
Calor 90 °C/20 min

TGasa endogena +
extracto de romero
300 MPa/25 °C/15 min
posterior al setting

TGasa endogena
300 MPa/25 °C/15 0 120
min posterior al setting

+MTGasa + quitosan
300 MPa/25 °C/15 min
previo o posterior al
setting

+MTGasa y setting
600 MPa/25 °C- 40 °C/15
min
Calor a 90 °C/15 min o
60 °C/30 min y posterior
tratamiento a 90 °C/15
min

Transferencia de acilo e
incorporacion de MDC a

Nonaka, 1997
proteinas globulares
Presion a 40 °C-50°C

incrementa la fuerza de Ashie, 1999

los geles, perono a 4 °C

Oligomerizacion de 3
lactoglobulina

Micelas de caseina
resistentes a APl y a la
hidrolisis por plasmina

Formacién de
compuestos heterélogos

Incremento en la

Lauber, 2001

O’Sullivan,
2002

Lauber, 2003

) Anema, 2004
firmeza del gel
Desnaturalizacion de la .
e . Gilleland,
miosina y formacion de 1997
enlaces disulfuro
Formacion de enlaces
cruzados durante la Ashie, 1999

incubacion e incremento
de la fuerza del gel

Mejora la elasticidad y
disminuye la dureza del
gel y la oxidacién de los

lipidos
Geles mas fuertes y con
una red mas densa y
homogénea.

Induce geles mas

Pérez Mateos,
2002

Montero, 2005

fuertes y deformables. Gbémez-
Evita la oxidacion de Guillén, 2005
lipidos
Mejora las propiedades
mecanicas de los geles Uresti, 2006

tratados con MTGasa y
sometidos al setting
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Las primeras investigaciones sobre las TGasas enddégenas de pescado
sometidas a API fueron realizadas por Shoji, Saeki, Wakameda y Nonaka (2004),
quienes consideraron que la transglutaminasa del musculo de pescado era
inactivada en su mayor parte por el tratamiento a 300 MPa/0 °C/10 min y no podia
estar involucrada en la gelificacion por alta presion ni en la formacion del gel
posterior al tratamiento. Sin embargo, estudios llevados a cabo por Gilleland,
Lanier y Hamann (1997) en pastas de surimi a 300 MPa/5 °C/30 min demostraron
lo contrario. En los geles inducidos por presion se observo la desnaturalizacion de
la miosina y la formacién de enlaces disulfuro, pero no hubo polimerizacion.
Durante la incubacion a 25 °C ocurrio la polimerizacion de miosina que provoco un
notable incremento en la fuerza del gel, aun cuando la incubacion se realizo
después del tratamiento con presion. Esta combinacion de tratamientos aumenté
la fuerza de los geles notablemente cuando se calentaron y se pensé que la
enzima era la responsable de la gelificacion del surimi a 25 °C. Ashie y Lanier
(1999) demostraron que el tratamiento de 250-300 MPa aplicado a las proteinas
musculares de pescado y de pavo produce sustratos mas accesibles a la
MTGasa, mejorando la formacién de enlaces cruzados intermoleculares y, por
tanto, la fuerza del gel. Por otro lado, muchas proteinas de especies marinas
muestran una degradacion durante el calentamiento, fenomeno denominado
“‘modori” y ampliamente estudiado en la manufactura de “kamaboko”, un producto
tradicional japonés que se deriva del surimi. La miosina es el principal sustrato
para las proteasas, enzimas termoestables responsables de esta pérdida de
calidad, pero su actividad proteolitica disminuye al incrementar la presién (Ashie,

Simpson y Ramaswamy, 1996).

La literatura acerca de la actividad de la TGasa enddgena en geles inducidos
por APl es escasa. Pérez-Mateos, Gémez-Guillén, Hurtado, Solas y Montero
(2002) indicaron que en geles de pescado inducidos por presion la elasticidad
incrementd y la dureza disminuyd cuando el “setting” se llevd a cabo a 25 °C
durante 2 h antes del tratamiento a 300 MPa/25 °C/15 min.

La actividad residual de la enzima enddgena de pescado picado se redujo
sustancialmente en geles obtenidos mediante la presurizacion (300 MPa/25 °C/15
min) al incubarlo a 25 °C previamente durante dos horas a presion atmosférica

(Montero, Lopez-Caballero, Pérez-Mateos, Solas y Gbémez-Guillén, 2005). La
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adicion de MTGasa y quitosan en las mismas condiciones, induce geles mas
fuertes y deformables y reduce la oxidacion de los lipidos, comparados con
aquellos que sélo fueron presurizados o en los que la presurizacion se llevd a
cabo antes de la incubacién (Gémez-Guillén, Montero, Solas y Pérez-Mateos,
2005).

Con el objeto de incrementar el valor comercial de algunas especies de
pescado, se ha propuesto utilizar la MTGasa a bajas temperaturas en
combinacion con API en productos reestructurados. Los resultados muestran que
la presion mejora las propiedades mecanicas de los geles de pasta de pescado
adicionados con MTGasa e incubados a 25 °C, ya que los incubados a 40 °C
parecen inducir la degradacion proteolitica de las proteinas miofibrilares (Uresti,

Velazquez, Vazquez, Ramirez y Torres, 2006).

F. MECANISMOS DE GELIFICACION

La gelificacién es una de las propiedades funcionales mas importantes de
los componentes de los alimentos ya que muchos de ellos son geles proteicos.
Comprender los cambios estructurales de las proteinas, asi como su mecanismo
durante la formacion del gel, nos permite utilizar los ingredientes adecuadamente

y elaborar productos con las caracteristicas deseadas (Wang y Smith, 1994b).

Almdal, Dyre, Hvidt y Kramer (1993) definieron gel como un sélido suave, o
material similar a un sélido que consiste de dos 0 mas componentes, uno de los
cuales es un liquido en cantidad sustancial que no exhibe fluidez bajo su propio
peso, en una escala de tiempo en segundos. La formacion de un gel se debe a un
fendmeno de agregacion proteica en el cual existe un balance entre las fuerzas de
atraccion y repulsion, de tal manera que se forma una matriz tridimensional, capaz
de atrapar una considerable cantidad de agua (Hermansson, 1978). Si las fuerzas
de atraccion predominan, se formara un coagulo y el agua es expelida de la

matriz y si las fuerzas repulsivas prevalecen, no se formara el gel.

Se han propuesto varios modelos para explicar el fendmeno de gelificacion,

que es basicamente un proceso en dos etapas: 1) cambio estructural o
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desnaturalizacion de la proteina, y 2) asociacion gradual o agregacién de la
proteina individual (Matsumura et al., 2000). Un esquema generalizado de la
gelificacion propuesto por Foegeding y Hamman en 1992, basado en los modelos

mas aceptados, se muestra en la Figura 5.

El proceso de desnaturalizacién produce cambios en la estructura y
funcionalidad y por lo tanto afecta al tipo de geles formados de acuerdo al
mecanismo de induccion del gel (Galazka et al., 2000; Ledward, 2000). La
gelificacion puede ser inducida fisicamente por temperatura o alta presion, o bien,
quimicamente mediante la acidificacion, la adicion de sales, urea o enzimas

(Totosaus, Montejano, Salazar y Guerrero, 2002).

FASE FLUIDA
. . Calor Desdoblamiento de la Tiempo Interacciones
Proteina nativa ’ estructura > proteina-proteina

/

PUNTO DE GEL

/

Tiempo >

Matriz primaria Matriz en equilibrio

FASE SOLIDA

Figura 5. Esquema general de la gelificacion de proteinas

Fuente: Foegeding y Hamman (1992)

1. Gelificacién inducida por calor

Ferry (1948) propuso una interpretacién del mecanismo de gelificacion: en
primer lugar, al desdoblamiento de las moléculas provocado por el calor sigue una
etapa en la cual las reacciones de asociacion y agregacion dan lugar a un gel,
que solo se forma en unas condiciones del entorno adecuadas. Es importante que
la velocidad del segundo paso sea inferior a la del primero para que la agregacion

de las proteinas sea lo suficientemente ordenada que permita la gelificacion. La
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firmeza de los geles esta relacionada con la masa molecular asi como con el
tamano y forma de los polipéptidos que conforman la red. Wang y Damodaran
(1990) sefalaron que la masa molecular critica de las proteinas globulares para la
gelificacion es proxima a 23 kDa. Las fuerzas quimicas involucradas en la
formacion de la red proteica son principalmente interacciones hidrofébicas,
puentes de hidrogeno e interacciones electrostaticas y menos frecuentemente

enlaces covalentes como los enlaces disulfuro.

Hidrofobicidad. Los grupos hidrofébicos juegan un rol importante en la
formacion de un gel. Los aminoacidos no polares se agrupan formando un nucleo
hidrofébico rodeado de una capa de residuos polares en contacto con el solvente,
generalmente agua. Las interacciones hidrofébicas son una consecuencia de las
fuertes interacciones entre las moléculas de agua del entorno, mas que de las
interacciones directas de residuos no polares de las proteinas (Nakai et al., 1984).
Varios estudios han encontrado un incremento de la hidrofobicidad en el primer
paso (desdoblamiento) y una disminucion en el segundo (agregacion) (Nakai,
1983; Wicker, Lanier, Hamann y Akahane, 1986). Chan, Gill y Paulson (1992)
observaron que las superficies hidrofébicas expuestas a un entorno polar
promovian la formacion de una red. La hidrofobicidad media afecta el proceso de
formacion del gel. Las proteinas que contienen mas de 31.5% molar de
aminoacidos no polares forman geles tipo coagulo, mientras que aquellas que
contienen menos de esa cantidad, producen geles tipo translucido (Shimada y
Matsushita, 1980). También la secuencia de aminoacidos y la estructura
resultante debe tenerse en cuenta en la asociacion de las proteinas. En la
proteina desdoblada influye mas la carga neta de hidrofobicidad mientras que en

la proteina nativa es el promedio de hidrofobicidad de cada aminoacido.

Interacciones electrostaticas. Las interacciones electrostaticas se favorecen
por cambios en el pH y la fuerza idnica, afectando las interacciones proteina-
proteina y proteina-solvente. A pH cercano al pl, las proteinas precipitan
facilmente como resultado de la rapida y desordenada agregacion, y a pH alejado,
las fuerzas repulsivas predominan por lo que la agregacién no ocurre. En regiones
intermedias, entre pl y pH extremos, las fuerzas repulsivas electrostaticas y las
atracciones hidrofébicas estan bien balanceadas y permiten la formacién de la

red. Aun en condiciones de pH alejado del pl, las sales protegen el exceso de

67



Maria del Pilar Trespalacios Sosa

cargas en la superficie de las moléculas y permiten a las proteinas asociarse para
formar una red fina. Sin embargo, a pH intermedio, la presencia de sales rompe el
balance de las fuerzas atractivas y repulsivas permitiendo la formaciéon de

grandes agregados o coagulos (Matsumura y Mori, 1996).

Puentes de hidrogeno. La participacion de los puentes de hidrogeno en la
formacion de un gel puede demostrarse al fundir los geles a una temperatura
elevada, como en la gelatina (Ledward, 1986). El incremento de laminas 8 en la
estructura intramolecular sugiere la contribucion de los puentes de hidrégeno en
la gelificacidon. La hipdtesis propuesta por Wang y Damodaran (1991) dice que en
los geles de proteinas globulares, los enlaces de hidrogeno entre segmentos de
laminas B orientadas en configuraciones en paralelo o antiparalelo pueden actuar

como zonas de union en la red del gel.

Enlaces disulfuro. Mientras las interacciones hidrofobicas y electrostaticas
inician la formacion de la red del gel después de la parcial desnaturalizacion
térmica de las proteinas, el papel de los enlaces disulfuro en la gelificacion
proteica puede estar relacionado con su habilidad de incrementar la longitud y la
masa molecular promedio de la cadena de polipéptidos (Wang y Damodaran,
1990a). Los grupos sulfhidrilo llegan a estar mas expuestos al entorno debido al
desdoblamiento de las moléculas durante el calentamiento (Beveridge, Jones vy
Tung, 1984), lo que permite la formacion de nuevos enlaces disulfuro inter e
intramoleculares, via intercambio SH/SS y reacciones de oxidacion. Sin embargo,
Wang y Smith (1994b) consideran que los enlaces disulfuro intermoleculares no
son necesarios para la gelificacién, aunque producen geles mas estables. Se ha
demostrado que la gelificacién es posible aun cuando no exista el intercambio
SH/SS. Los enlaces disulfuro contribuyen a la elasticidad del gel, ya que ésta es

proporcional a la densidad de ellos en la red (Matsumura y Mori, 1996).

Gelificacién de las proteinas miofibrilares

La funcionalidad de las proteinas miofibrilares y principalmente la gelificacion
en relacion con la calidad del musculo ha sido extensamente investigada La
gelificacion de las proteinas musculares esta afectada por varios factores:

distribucion del tipo de fibras en el musculo, concentracion proteica, pH, fuerza
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idnica, temperatura y velocidad de calentamiento. Las proteinas miofibrilares de
musculo claro de aves tienen mejores propiedades de gelificacion que las de
musculo rojo (Lesiow y Xiong, 2003). La desnaturalizaciéon térmica de las
proteinas miofibrilares de aves se ha estudiado mediante DSC. En el termograma
de musculo de pechuga de pollo se observan cinco picos endotérmicos a 57 °C,
62 °C, 67 °C, 72 °C y 79 °C, pero solo tres transiciones a 53 °C, 61 °C y 69 °C en
las miofibrillas post-rigor (Kijowski y Mast, 1988). En el musculo de muslo de pollo,
las temperaturas de transicion se observan a 60 °C para la miosina, a 66 °C para
las proteinas sarcoplasmicas y del tejido conectivo y a 78 °C para la actina (Xiong,
Brekke y Leung, 1987).

Ziegler y Acton (1984) resumieron el proceso de desnaturalizacion térmica
de la actomiosina basandose en datos bibliograficos. Los cambios se inician con
la disociacién de la tropomiosina de la F-actina entre 30 °C y 35 °C. La estructura
helicoidal de la F-actina se disocia en cadenas individuales a 38 °C y los cambios
en la cabeza de la miosina ocurren en el intervalo de 40 °C a 45 °C, seguido de la
disociacion del complejo actina-miosina entre 45 °C y 50 °C. Las transiciones en
la hélice de la meromiosina ligera y su rapida agregacion suceden entre 50 °C y
55 °C. La actina tiene los cambios estructurales por encima de 70 °C. Aun cuando
la F-actina no muestra ninguna habilidad gelificante, se ha descrito que ésta y la

miosina exhiben un efecto sinérgico debido a su interaccion.

Gelificacion de las proteinas del albumen

El cambio estructural es un prerrequisito para la agregacién de las moléculas
de proteinas y, en particular, de las globulares. En la gelificacién inducida por
calor siempre interviene una forma parcialmente desnaturalizada. Las proteinas
globulares no se desdoblan completamente y pueden retener su forma globular.
Este estado intermedio, o estado de globulo fundido, puede definirse como la
molécula globular compacta con estructura secundaria similar a la nativa, pero

con su estructura terciaria desdoblada (Ohgushi y Wada, 1983; Hirose, 1993).

El primer paso en la gelificacion térmica del albumen es el cambio en la
conformacién de las proteinas nativas a un estado parcialmente desdoblado

(Figura 6). La ovoalbumina, la ovotransferrina y la lisozima forman laminas
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intermoleculares. La formacion de una estructura estable de laminas B es de
suma importancia en la desnaturalizacion térmica y agregacion de las proteinas.
Durante esta transicion, los grupos funcionales del estado nativo que estan
enlazados intramolecularmente por puentes de hidrégeno e interacciones
electrostaticas e hidrofébicas, llegan a estar disponibles para interacciones
intermoleculares bajo condiciones apropiadas, formando una red o gel. Aun
cuando la agregacion de la ovoalbumina puede ocurrir por interacciones fisicas,
los enlaces disulfuro son importantes para determinar la morfologia y las
propiedades reoldgicas del gel (Visschers y de Jongh, 2005; Broersen, van

Teeffelen, Vries, Voragen, Hamer y de Jongh, 2006).

PROTEINA Desdoblamiento PROTEINA

Calor parcial Calor
NATIVA —— » (Estado de glébulo fundido) ———  p DESNATURALIZADA

Calor i

I
I
[}
]
}
|
i
Interaccion proteina-proteina i
(Laminas B intermoleculares) :
Interacciones electrostaticas '
Interacciones hidrofdbicas i

I

Tiempo D -
PUNTO DE GEL
Red primaria del gel Enfriamiento

Enlaces disulfuro Matriz en equilibrio
> Puentes de

intermoleculares hidrégeno
Interacciones hidrofébicas 9

Figura 6. Esquema de la gelificacion térmica de las proteinas del albumen

Fuente: Mine (1995)

La ovalbumina domina las propiedades gelificantes en el albumen al ser la
proteina mas abundante. La dureza de los geles se incrementa al aumentar su
concentracion y su temperatura de gelificacion depende del pH. La gelificacion de
la ovalbumina ocurre entre 48.5 °C a pH 2.0 y 76.5 °C a pH 9.5 y la dureza exhibe
un pico maximo a pH entre 3.5 y 6.5 (Egelandsdal, 1986). La dureza de los geles
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también esta relacionada con el contenido de NaCl y la concentracién 6ptima
depende del pH (Mine, 2002).

Se han propuesto varios métodos para mejorar las propiedades funcionales
de las proteinas del albumen. La deshidratacion con temperatura y humedad
controlada y baja actividad acuosa, mejora notablemente la elasticidad, la fuerza
del gel y la capacidad de retencién de agua del albumen deshidratado (Kato et al.,
1990; Mine, 1997). La homogeneidad y el tamafo molecular de los agregados
solubles también son importantes en la formacion de un gel firme y se ha
demostrado una correlacion significativa entre el la masa, la hidrofobicidad y los

grupos sulfhidrilo de los mismos (Handa, Hayashi, Shidara y Kuroda, 2001).

Gelificacién de las proteinas de la yema

A pesar de que el modelo tedrico general puede aceptarse para describir el
mecanismo de gelificacion de las proteinas de la yema, es necesario considerar
que la yema no es una solucion proteica pura, sino una dispersion de particulas
donde los triglicéridos neutros estan ocultos en la parte interior, mientras que las
proteinas dominan la superficie y de este modo estabilizan el sistema. La
formacion de una estructura de gel por calentamiento de la yema, se debe a la
desnaturalizacion de sus constituyentes, permitiendo la interacciéon molecular y el
desarrollo de una estructura firme y gomosa (Paraskevopoulou y Kiosseoglou,
1997). Se sabe que los componentes de la yema y especialmente las LDL, son
particularmente sensibles a los tratamientos térmicos (Le Denmat, Anton y
Gandemer, 1999). El calentamiento por encima de 69 °C de soluciones
conteniendo LDL causa una disminucion en la solubilidad y un incremento de la
viscosidad, y se ha demostrado que forman geles fuertes muy cohesivos cuando
se calientan a 75 °C (Tsutsui, 1988). La gelificacién de la yema puede verse como
un proceso de desestabilizacion de las particulas por desnaturalizacion,
permitiendo la formacion de una red entre ellas. Por tanto, parece mas una
emulsidon concentrada de proteinas estabilizada que un gel obtenido por

calentamiento (Kiosseoglou, 2003).

Las apolipoproteinas de las micelas parecen dominar el proceso de

gelificacion. Como describieron Anton, Le Denmat, Beaumal y Pilet (2001), las
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soluciones de plasma de yema y de huevo liquido muestran un patron similar de
gelificacion, mientras que los granulos exhiben un comportamiento totalmente

diferente y son menos efectivos como agentes formadores de red.

Un calentamiento similar al aplicado durante el secado por atomizacion
puede desestabilizar la estructura supramolecular de las particulas, conduciendo
a que las dispersiones en agua exhiban propiedades de gel mas débiles a
temperatura ambiente (Paraskevopoulou, Kiosseoglou, Alevisopoulos y Kasapis,
2000). Estas dispersiones pueden convertirse en verdaderos geles por
desnaturalizacion de las proteinas y formacién de enlaces disulfuro. Estudios mas
recientes demuestran que las interacciones hidrofébicas parecen influir en el
desarrollo de la estructura de gel tanto de la yema como del plasma, mientras que
los enlaces disulfuro formados entre las proteinas a través de intercambio de
enlaces SH/SS o como resultado de la oxidacion de los grupos sulfhidrilo juegan

un rol complementario (Kiosseoglou y Paraskevopoulou, 2005).

2. Gelificacion inducida por alta presién

Las altas presiones pueden inducir la gelificacion de proteinas a bajas
temperaturas formando geles con propiedades diferentes a las obtenidas por
calor. La desnaturalizacién de proteinas por presion involucra la ruptura de
interacciones hidrofobicas y electrostaticas, mientras que la desnaturalizacién por
calor esta causada por el movimiento violento de las moléculas que pueden
destruir los termolabiles enlaces de hidrégeno. Ademas, la desnaturalizacién por
calor viene acompafnada por la destruccién y formacion de enlaces covalentes
que aumentan la produccion de sabores extrafios y/o compuestos toxicos. La
gelificacion inducida por APl depende de las condiciones del sistema proteico: tipo
de proteina, pH, fuerza idnica, presencia de otros compuestos como azucares,
sales y otros aditivos, asi como de las condiciones del proceso: intensidad de
presion, temperatura y tiempo de procesamiento (Balny y Masson, 1993; Jiménez
Colmenero, 2002). EI mecanismo de desnaturalizaciéon de las proteinas depende
principalmente de la combinacion de presion y temperatura, asi como de la
secuencia en la que se aplican (Messens et al., 1997). Alrededor de 200 MPa, se
observan algunos efectos reversibles como la disociacion de estructuras

poliméricas en sub-unidades, pero por encima de ese valor hay cambios
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irreversibles como inactivacion de enzimas y desnaturalizacion de proteinas
(Balny y Masson, 1993).

Heremans y Smeller (1997) observaron que la fuerza del gel aumenta con la
concentracion proteica, con valores mas altos para los geles producidos por calor,
que por API. Estos resultados pueden estar relacionados con el numero total de
interacciones formadas dentro de la estructura de la red ya que los cambios son
mas pronunciados cuando se alcanza un alto grado de desdoblamiento, como en
la gelificacion térmica. La alteracion de las interacciones hidrofébicas y
electrostaticas, que causan la disociacion y desdoblamiento a bajas presiones,
viene desencadenada por la conversién de agua libre a agua ligada a la superficie
de la proteina. Sin embargo, a mayor presion (>150 MPa), la agregacion puede
alcanzarse por la alta compresibilidad y menor volumen del agua libre comparada
con la del agua ligada, debido a la compactacion de la matriz (Dumay,
Kalichevsky y Cheftel, 1998).

Existen diferencias significativas en la apariencia y la textura de los geles
inducidos por presion y por calor de proteinas diversas. En la desnaturalizacion
por presion la reorganizacion de las moléculas de agua alrededor de los
aminoacidos incrementa el brillo y la transparencia de los geles (Okamoto et al.,
1990). Los geles formados por APl generalmente tienen un flavor mas natural
comparados con los geles inducidos por calor y son mas suaves pero resistentes

al rompimiento (Hoover, 1993).

Presurizacion de las proteinas de la carne

Los primeros estudios realizados acerca del efecto de la APl sobre las
proteinas miofibrilares, demostraron la despolimerizacion de las proteinas y como
consecuencia, un incremento en la solubilidad. Suzuki, Suzuki, Ikeuchi y Saito
(1991) encontraron que mientras las proteinas del flamento delgado como actina,
tropomiosina, troponina C y proteina M se solubilizan a presiones de 100 MPa, la
cadena pesada de miosina requiere mayor presion. Sin embargo, en carne de
cerdo y bovino sometidas a presiones de 600 MPa a 20 °C durante 30 min, la
solubilidad de las proteinas tanto sarcoplasmicas como miofibrilares disminuye
notablemente (Cheftel y Culioli, 1997).
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La presion induce geles muy diferentes a aquellos producidos por el calor
como resultado de las estructuras formadas, las cuales implican principalmente
puentes de hidrégeno, aunque también se forman enlaces disulfuro (Angsupanich,
Edde y Ledward, 1999). Gilleland et al. (1997) demostraron la formaciéon de
enlaces disulfuro durante la desnaturalizacion y agregacion de pasta de surimi,
que también se estabiliza mediante fuerzas hidrofébicas y débiles enlaces

intermoleculares.

La API induce cambios fisicoquimicos y morfolégicos en las moléculas de
miosina que se asocian para formar agregados. A partir de 70 MPa, las dos
cabezas de la molécula se fusionan a través de interacciones intramoleculares.
Entonces, al incrementar la presion entre 100 y 200 MPa y el tiempo de
tratamiento, se forman oligémeros por interacciones cabeza con cabeza. Unas 20
moléculas se agrupan con las cabezas en posicion central y las colas hacia el
exterior, como una margarita, con una morfologia muy similar a la observada por
calentamiento. Durante la agregacion se observa un incremento en la
hidrofobicidad que permanece constante por encima de 200 MPa a pH 6.0 y por
encima de 300 MPa a pH 7.0. No se observan asociaciones cola-cola y por lo
tanto la gelificacién sélo se lleva a cabo después del calentamiento y pueden
apreciarse geles con una estructura agregada mediante microscopia electronica
de barrido (SEM). A baja fuerza ionica, la gelificacion de la miosina se realiza por
encima de 200 MPa (Yamamoto, Miura y Yasui, 1990). A pesar de que la presion
sola no induce gelificacion a elevada fuerza idnica, inclusive a 500 MPa, la
agregacion de las moléculas de miosina puede ocurrir. La presurizacién hasta 210
MPa durante 30 min no afecta la fuerza del gel formado por calentamiento
(Yamamoto, Hayashi y Yasui, 1993; Yamamoto, Yoshida, Morita y Yasui, 1994).
Iwasaki y Yamamoto (2002) observaron que los cambios en el subfragmento S-1
de la miosina de pollo se inician a 150 MPa y los cambios estructurales en los
sitios de union de la actina y ATPasa se llevan a cabo a presiones mayores de
200 MPa.

Cuando las proteinas miofibrilares han sido sometidas previamente a API
(150 MPa) y luego se aplica calor, se forman geles mas fuertes, debido al
incremento de hidrofobicidad e interacciones de los grupos sulfhidrilo (Ikeuchi,

Tanji, Kim y Suzuki, 1992). La presurizaciéon a 200 MPa antes del calentamiento,
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incrementa la elasticidad aparente de miofibrillas de pollo y geles de carne de
cerdo, sin embargo, presiones mayores la disminuyen. Las propiedades
reologicas de las salchichas de cerdo con bajo contenido (1%) de sal pueden
mejorarse por el tratamiento a 200 MPa antes de la coccion debido a la
disociacion de los filamentos delgados (lwasaki, Noshiroya, Saitoh, Okano y
Yamamoto, 2006). Massaux, Bitar, Bera, Sindic y Deroanne (2000) encontraron
que la elevacién de la presion entre 400 y 600 MPa mejora las caracteristicas
texturales y de retencion de agua de los geles de pollo formados, dependiendo de

la intensidad, la duracion y la temperatura del proceso.

Recientemente, Chapleau et al. (2004) demostraron que no se producen
cambios en la estructura secundaria de las proteinas miofibrilares a presiones de
50 a 600 MPa a 20 °C, sin embargo, se aprecia cierta agregacion a partir de 300
MPa y que la modificacion de la estructura terciaria puede inducir al estado de

glébulo fundido.

Presurizacion de las proteinas del huevo

La ovalbumina es estable hasta 60 °C y permanece bastante estable cuando
se presuriza hasta 400 MPa, lo cual se debe a la presencia del unico enlace
disulfuro y de los cuatro grupos sulfhidrilo asi como a fuertes interacciones no
covalentes que estabilizan su estructura tridimensional (Galazka et al., 2000). El
grado de desnaturalizacién de la ovoalbumina inducido por APl es mucho menor
que el causado por el calor o por agentes quimicos y se caracteriza por un
decremento tanto en su contenido a-helicoidal (72%) como en su entalpia (61%),
en relacion con la proteina nativa, sin embargo, no se observan cambios en el
patrén de las proteinas mediante electroforesis (Hayakawa, Kajihara, Morikawa,
Oda y Fujio, 1992; Hayakawa, Linko y Linko, 1996).

Los efectos de la presion (400-800 MPa/25 °C) sobre la solubilidad de la
ovoalbumina a pH neutro fueron investigados por lametti et al. (1998). La pérdida
de solubilidad depende de la intensidad del tratamiento y de la concentracion
proteica y parece ser una consecuencia de la modificacién de la estructura
terciaria. La formacién de agregados insolubles puede inhibirse con la adicion de

10% de sacarosa o de cloruro de sodio que actuan como baroprotectores. El
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albumen tratado por APl (450-800 MPa/25 °C) incrementa su viscosidad y
digestibilidad, pero mantiene las propiedades de formacion de espuma y de
gelificacion por calor (lametti et al., 1999). La presencia de polisacaridos también
parece proteger a la ovoalbumina de la desnaturalizacién (Zhang, Li y Tatsumi,
2005).

Smith, Galazka, Wellner y Sumner (2000) apreciaron cambios irreversibles
en la estructura B de la ovoalbumina por encima de 400 MPa lo que coincide con
estudios previos acerca del contenido de hélices a el cual se redujo ligeramente
por la presién aplicada. Observaron también una mayor exposicion al solvente de
residuos aromaticos en la proteina presurizada, la cual puede ser
estructuralmente similar a la de formas intermedias, todo ello corrobora la

formacion del glébulo fundido.

Los estudios realizados por Ngarize, Herman, Adams y Howell en 2004,
revelaron mayores valores en la fuerza de los geles obtenidos a 90 °C
comparados con los obtenidos por presion entre 400 y 600 MPa, sin embargo al
aumentar por encima de 650 MPa, la dureza de los geles es comparable entre
ambos tratamientos. La microscopia de transmision electrénica mostré que la
temperatura induce geles con una estructura mas densa y mayor numero de
enlaces cruzados, mientras que los geles obtenidos por presion fueron porosos y
con menos enlaces. Mediante espectroscopia se monitorearon los grupos
especificos durante la gelificacion y se observé que hubo menos enlaces disulfuro
y pocos cambios en la estructura secundaria y menor formacion de laminas 3 a
presiones entre 400-600 MPa que en los geles obtenidos por calor. En contraste,
las interacciones hidrofébicas tuvieron un papel principal en la gelificacion en
ambos tratamientos. Las interacciones proteina-proteina con otras proteinas

globulares tuvieron un efecto sinérgico (Ngarize et al., 2005).

Estudios recientes demuestran que es en el intervalo de presion de 400 a
700 MPa donde se producen los cambios mas pronunciados en la ovoalbumina,
tales como un incremento en la hidrofobicidad, cantidad de grupos sulfhidrilo
expuestos y susceptibilidad a la hidrdlisis enzimatica, mientras que la solubilidad
de la proteina, el contenido total de grupos SH y la entalpia disminuyen y la

actividad inhibitoria a la tripsina desaparece (van der Plancken, van Loey y
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Hendrickx, 2005b). Bajo severas condiciones de proceso (mas de 70 °C a presion
atmosférica o mas de 500-600 MPa, dependiendo de la temperatura aplicada) hay
una mayor exposicion de los grupos SH con la subsiguiente oxidacion y
reacciones de intercambio SH/SS, produciendo agregados solubles, lo cual puede
explicar porqué los geles de albumen obtenidos por presidon son mas suaves y
mas elasticos que los geles obtenidos por calor (van der Plancken, van Loey y
Hendrickx, 2005a).

A bajas temperaturas (de -5 °C a 50 °C), la presién requerida para formar
geles firmes de ovoalbumina es menor de 500 MPa, sin embargo, se observa una
disminucién en la fuerza del gel a los 25 °C a todas las presiones aplicadas. En la
yema, la efectividad de gelificacion se reduce progresivamente al disminuir la
temperatura pero no puede conseguirse a temperaturas menores de 10 °C

(Dumoulin, Ozawa y Hayashi, 1998).

La yema tiene un comportamiento tixotrépico que varia con la presion de 100
a 400 MPa (Ahmed, Ramaswamy, Alli y Ngadi, 2003). Los cambios inducidos por
la presion son dependientes de la temperatura del tratamiento y del pH de la
solucion. Speroni et al. (2005) demostraron que la aplicacion de 200-600 MPa a
20 °C incrementa notablemente la desnaturalizacion y agregacion de las
lipoproteinas de baja densidad al modificar el pH de 3 a 8 y la aplicacion de API
bajo condiciones alcalinas disminuye la floculacién de las dispersiones de las

lipoproteinas.

3. Gelificacion inducida por medios quimicos

Sales

La adicion de iones a soluciones proteicas disminuye las fuerzas
electrostaticas de repulsién y origina interacciones proteina-proteina para formar
un gel. Se ha descrito ampliamente que las proteinas séricas de la leche forman
geles sin calentamiento después de la adicién de cloruro de sodio o de calcio
(Hongsprabhas y Barbut, 1997). Otras sales como bromuro de litio y tiocianato de
potasio pueden inducir la gelificacion de la miosina. Esos iones desestabilizan la
estructura secundaria y el contenido de hélices a disminuye al incrementar la

concentracion salina (Nakayama, Niwa y Hamada, 1983).
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Urea

Algunas proteinas como las del albumen o la seroalbumina bovina dan geles
transparentes por la adicion de urea. La urea desestabiliza las interacciones
hidrofobicas y los puentes de hidrogeno, por lo que el mecanismo de gelificacion
se atribuye a otras fuerzas como interacciones SH/SS y oxidacién de grupos
sulfhidrilo (Xiong y Kinsella, 1990). El albumen presenta diferente comportamiento

cuando la gelificacion es inducida por calor (75 °C/15 min) o por urea (6 M).

Acidos

La gelificacion inducida por acidos es comun en la elaboracion de alimentos.
La acidez puede conseguirse mediante la adicion de acidos organicos o algunos
acidulantes como la glucono-6-lactona (Totosaus, Gault y Guerrero, 2000). La
gelificacion de suspensiones acidas de proteinas carnicas a baja temperatura (4
°C) se utiliza para obtener carne reestructurada (Ngapo, Wilkinson y Chong,
1996). En las proteinas de pescado, la acidificacion por acidos organicos produce
un fluido viscoso que al ser calentado induce geles mas rigidos que los formados
solamente por acidos. La presencia de sales inhibe la gelificacién a bajo pH
(Chawla, Venugopal y Nair, 1996). EI mecanismo de gelificacion por acidos puede
explicarse por la teoria de agregacion fractal propuesta por Lucey y Singh (1998)
en la que sefialan que la reduccion del pH forma grupos de agregados con una

estructura suficientemente ordenada para producir el gel.

Enzimas

La formacién de enlaces covalentes cruzados entre cadenas de proteinas
provoca la formacion de una estructura de gel. La gelificacion enzimatica depende
de las cadenas laterales reactivas a la enzima especifica utilizada. La MTGasa es
capaz de gelificar soluciones concentradas de proteinas con caracteristicas
funcionales diferentes a los geles obtenidos por calor. Por ejemplo, las caseinas
que no forman geles por el calor, si lo hacen con la MTGasa, y la gelatina, que
gelifica en frio, no funde a 100 °C (Babin y Dickinson, 2001; Priglinger et al., 2004;
Taylor, Marmer y Brown, 2004). Diferentes proteinas pueden unirse
covalentemente para producir combinaciones con nueva funcionalidad. La

caseina o las globulinas de soja con ovomucina, mejoran la emulsificacion en
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comparacién con las proteinas aisladas (Kato, Wada, Kobayashi, Seguro y
Motoki, 1991).

Kashiwagi et al. (2002) propusieron un mecanismo de accion hipotético de la
MTGasa basado en la similitud del sitio activo de la MTGasa con la
transglutaminasa del Factor Xlll y la cisteina-proteasa. El numero de enlaces se
incrementa con la concentracion de enzima y existe una correlacion entre el
numero de enlaces formados y la fuerza del gel (Sakamoto, Kumazawa, Toiguchi,
Seguro, Soeda y Motoki, 1995). Por otro lado, Lee, Lanier, Hamann y Knopp
(1997) sefialaron que la proporcion de enlaces correlaciona mejor con la fuerza
del gel que el numero de enlaces formados, por lo que el tipo de estructura

obtenida es mas importante que el numero total de dipéptidos formados.
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Objetivos y Plan de trabajo

A. OBJETIVOS

Esta tesis doctoral pretende rentabilizar materias primas nutritivas de bajo
precio, frecuentemente infravaloradas por la industria avicola, para aumentar su

valor anadido. Y por ello, su objetivo es doble:

I. Aplicar los efectos de la alta presion isostatica sobre las macromoléculas
de la carne de pollo y de los huevos, para obtener un gel modelo que sirva como
base en el desarrollo de diversos productos que respondan a las demandas

actuales de los consumidores.

El gel modelo debe cumplir los siguientes requisitos desde el punto de vista

nutricional:

= contenido proteico superior a 15% de proteinas totales,
= contenido en grasa menor de 9% de lipidos totales,
= contenido en sal menor de 1.5% de NaCl anadido y

= contenido en fosfatos maximo de 0.1% de sales de fosfatos anadidos.

II. Evaluar la aplicacién de alta presion y transglutaminasa microbiana en las
pastas carnicas para mejorar las caracteristicas fisicoquimicas de los geles en

estudio.

B. PLAN DE TRABAJO

Para alcanzar los objetivos propuestos, el trabajo se abord6 en varias etapas

que dieron lugar a los articulos presentados en esta tesis.

| Etapa: Optimizacion de la formulacién y condiciones del proceso

Se realizaron varias pruebas preliminares con el objeto de determinar la
proporcion de los principales ingredientes (carne de pierna de pollo y albumen) y

las condiciones de proceso idéneas (presion, temperatura y tiempo) para obtener
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un gel. Para ello, se establecieron varias mezclas, partiendo de un minimo del
50% de carne de pollo picada, adicionada de 0, 10 y 20% de albumen
deshidratado y manteniendo fijos el porcentaje de agua (27.2%), de sal (2.5%) y
de fosfatos (0.3%).

En el disefio del experimento se utilizé la metodologia de superficie de
respuesta combinando los tres factores experimentales: % de albumen, presion y
temperatura. En las muestras tratadas por calor se tomaron como referencia 3
muestras con 0,10 y 20 % de albumen. Para las muestras tratadas por presion se
eligié un disefio factorial 2° con dos puntos centrales. Se llevaron a cabo 10
tratamientos combinando los valores de los factores experimentales, como se
indica en el articulo 1. Las variables a analizar fueron las caracteristicas

texturales.

En los geles se evaluaron, ademas, el rendimiento del proceso, la capacidad
de retencion de agua y el color. En las materias primas, se analiz6 su
composicién y se caracterizaron mediante analisis térmico para determinar sus

temperaturas de desnaturalizacién.

Los resultados mostraron que los geles obtenidos por alta presion fueron
muy suaves aunque con buenas propiedades ligantes, y aquellos que contenian
un 10% de albumen resultaron mas faciles de manipular durante el mezclado y

embutido.

Il Etapa: Adicion de yema de huevo fresco y reduccion del contenido de

sal.

Con la intencidon de optimizar la textura, se llevaron a cabo otros
experimentos. Se afnadié yema de huevo en varias proporciones (3, 6 y 10%), se
redujo el porcentaje de sal a 1.0% y aplicdé la maxima presion utilizada en el
experimento anterior (500 MPa/40 °C/30 min).

Los resultados, no mostrados en este trabajo de tesis, indicaron que la
formulacion mas adecuada resultdé ser: 50% de carne, 10% de albumen

deshidratado, 10% de yema de huevo, 1% de sal, 0.3% de fosfatos y el agua
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necesaria. Sin embargo, los geles aun exhibian una textura blanda aunque con

mejor sabor y palatabilidad.

lll Etapa: Aplicacion de transglutaminasa microbiana

En este experimento, se adiciond la enzima transglutaminasa microbiana
que, segun la bibliografia, habia mostrado buenos resultados para reestructurar
piezas de carne y mejorar la textura de productos carnicos a presion atmosfeérica,
pero que al inicio de los experimentos aun no habia sido utilizada como aditivo en

elaborados carnicos bajo condiciones de alta presion.

Se realizaron algunas pruebas previas para determinar si habia alguna
actividad de la enzima a 500 MPa y los resultados fueron positivos, por lo que los
experimentos se realizaron con la MTGasa (0.3%), a presién atmosférica a 20 °C
y 40 °C y bajo presion a 500 MPa a 40 °C durante 30 min. Todos los datos

obtenidos en esta etapa han sido publicados en el articulo 2.

Aun cuando los resultados con la enzima y presion fueron satisfactorios y ya
que se contaba con un equipo que alcanzaba los 1 000 MPa, se consider6
realizar un nuevo experimento a presiones mas elevadas e investigar la

posibilidad de reducir los fosfatos en la formulacion.

IV Etapa: Reduccion del contenido de fosfatos

Se quiso averiguar hasta que punto la MTGasa y la presién podian ejercer
un efecto favorable en los geles y determinar si se podian reducir o eliminar
totalmente los fosfatos de una pasta carnica con bajo contenido de sodio y grasa,
asi como investigar la influencia que tendria en las caracteristicas del gel y en su

rendimiento.

Por lo tanto, con la misma formulacion ya establecida, pero eliminando
totalmente los fosfatos, se llevaron a cabo los experimentos con enzima y sin
enzima a 500, 700 y 900 MPa, manteniendo la temperatura de 40 °C. Los

resultados se han publicado en el articulo 3.
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RESPONSE SURFACE METHODOLOGY TO OPTIMIZE PRESSURE CHICKEN
GELS

ABSTRACT

Egg and poultry products constitute excellent raw materials to develop new foods of
high added value. The objective of this work was to obtain a low fat gel with high
protein content and good texture by means of the application of high pressure. Dried
egg white (DEW) was added as fat replacement. In the experiment design and analysis
of results, the response surface methodology was used. A factorial design 2° with two
central points was applied to measure the effect of three control factors: pressure (400 to
500 MPa), temperature (40 to 60°C) and DEW percentage (0 to 20%). Ten treatments
were performed combining the factors on the following response variables: hardness,
cutting force and compression that displayed determination coefficients of 98.2%,
89.8% and 79.6%, respectively. It was observed that the three experimental factors were
significatively influent in the response variables. The pressure gels were less firm and
less elastic than the heat ones, which had lower cohesiveness. Nevertheless, the
presence of DEW remarkably increased hardness, cutting force and compression of the
gels, suggesting that these proteins participate in the network structure coupled to the
myofibrillar proteins. The DEW improved the binding properties and texture of all the
gels. Thermal analysis showed that batters treated at 500 MPa and 40°C had an
incomplete denaturation of the myofibrillar and egg proteins, with similar results of a
lesser magnitude observed at 60°C. In these conditions, the connective tissue remained
in the native form and a partial unfolding of ovalbumin was observed. A modified
structure of myosin with lower thermal stability was formed at 49.5°C. This work
demonstrates the possibility of modifying certain functional characteristics of chicken
meat gels with low fat content by means of high pressure and addition of DEW.

Key words: Chicken meat, dried egg white, high pressure, texture, response surface

methodology.
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INTRODUCTION

Growing awareness of the link between diet and health is fast changing consumer
habits and there has been increasing demand for foods with health enhancing properties,
such as low fat meat products. The meat industry has responded by producing lower fat
products. The modification of the fat and water contents affects texture, flavour, colour
and water holding capacity of products (Mittal and Barbut, 1994), consequently other
non-meat ingredients have been used to increase the binding properties of meat proteins
and to improve the physical and sensorial characteristics of sausages. Most fat
replacements in low fat (5 to 10%) fresh or cooked and smoked sausages are protein or
carbohydrate based substitutes (Keeton, 2001).

Poultry products constitute excellent raw materials to develop new foods of high
added value. The traditional method for preparing chicken meat products is heating,
which causes changes in appearance, flavor, texture and nutritional value. The gelation
properties of the muscular components determine the development of new meat
products with a desirable structure, and it is known that the myofibrillar proteins are
responsible for modifications like hardening and shrinking of the tissues, liberation of
juice and colour changes. A textural profile with specific hardness and cohesiveness is
critical for meat products; also, for most sausages, the retention of water and fat are
equally substantial.

High pressure (HP) represents an alternative in food processing and offers huge
potential for commercialization. In recent investigations about consumer perceptions of
foods processed by innovative technologies, HP processing produced the most

encouraging effect of all technologies assessed. The term “cold preservation” has
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positive associations for all participant groups, but “minimally processed” has negative
associations (Cardello et al., 2007).

Pressure produces important changes in the functional properties of foods such as
texture, colour and water holding capacity (Carlez et al., 1995; Angsupanich et al.,
1999; Yuste et al., 1999; Jung et al., 2000). It has been shown that pressurization
enhances denaturation and gelation of the structural proteins from the muscle. Pressure
also induces the depolymerization of F-actine and actomyosin, increases the solubility
of myofibrillar proteins and promotes the aggregation of myosin (Iwasaki et al., 2006).
Pressure assisted gelation depends on the protein system (species, type of protein, pH,
ionic strength and presence of other compounds) and processing conditions such as
pressure level, time and pressurizing temperature (Jiménez Colmenero, 2002).
However, pressure applied in combination with heat, at thermal denaturing conditions,
limits the gelling process of meat systems. Chicken and pork meat batters treated at
temperatures between 60 and 80°C and 200 MPa to 400 MPa for 30 min, result in better
water binding properties but weaker structures than gels obtained by heat or
pressurization prior to heating (Fernandez Martin et al., 1997; Jiménez-Colmenero et
al., 1998). Fernandez Martin et al. (1997) found that HP was particularly effective at
non-denaturizing temperatures and that pressure or thermal treatments impaired meat
gelling at usual cooking temperatures, leading to undesirable effects on the pressurized
pork batters.

Several studies revealed that at atmospheric pressure, the unfolding of chicken
myosin was completed at 60°C, unlike actin, which completely denatured only above
70°C. Nevertheless, unfolding of myosin and actin was induced with simultaneous

treatment at 200 MPa and 40°C in extracted myofibrillar protein (Zamri et al., 2006).
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Egg white could be a potential water binding and texture-modifying agent in reduced
fat comminuted meat products, however, reports about the effect on hydration and
textural properties of meat gels obtained by heat under atmospheric pressure have been
inconsistent. Fisher (1994) suggested that egg proteins help to stabilize the meat
emulsions, contribute to the formation of the protein network and increase the binding
properties. In opposition, Hammer (1992) reported that the egg white had no positive
technological effect in meat emulsions because it did not participate in the protein
structure and gave raise to a softer product with poor binding properties.

As for heat treatment, the pressure-induced denaturation of egg white proteins
modifies their structural properties, affecting important functionalities such as gelling
(Ngarize et al., 2005). Recent studies have shown that the most pronounced changes are
observed in the pressure range from 400 to 700 MPa, and that pressure-induced
denaturation is enhanced at temperatures between 10 to 40°C (van der Plancken et al.,
2005; 2007).

The objective of this work was to obtain low fat chicken gels with DEW by means of
high pressure at moderate temperatures (40 and 60°C). In order to optimize the
composition and processing conditions of temperature and pressure the response surface

methodology was used.

MATERIALS AND METHODS

Preparation of Samples and Treatments

Preparation of Samples. Fresh chicken thighs were obtained commercially

(Corporacion Alimentaria Guissona, S. A., Guissona, Spain) and bones, skin and

5



110

111

112

113

114

115

116

117

118

119

120

121

122

123

124

125

126

127

128

129

130

131

132

133

134

RESPONSE SURFACE METHODOLOGY TO OPTIMIZE PRESSURE CHICKEN
GELS

adjacent fat were eliminated manually. The meat was minced twice in a mincer Model
PC-22 (Sammic, S. L., Azpeitia, Spain) using perforated plates of 6 and 3 mm of
diameter and mixed with NaCl (2.5% of final weight) and left to stand for 18 h at 4°C.
Following this, the meat was mixed in a refrigerated vacuum homogenizer Model UM5
(Stephan Machinery GmbH & Co., Hameln, Germany) with tripolyphosphates (0.3%),
DEW (0, 10 and 20% p/p) (Degussa Texturants, Barcelona, Spain) and ice. The
mixtures were homogenized during 12 min at 1,800 rpm applying 80% of vacuum while
a temperature below 10°C was maintained. The total percentage of added water was
fixed at 27.2%. The batters were stuffed into Nojax cellulose casings of 22 mm
diameter (Viskase Companies, Inc., Willowbrook, USA) and vacuum packaged in
Cryovac Corace Packaging VS 26 (Cryovac Europe, Kriens, Switzerland).

Treatments. A discontinuous isostatic press ACB (GEC Alsthom, Nantes, France)
was used for HP processing (Trespalacios and Pla, 2007a). Eight different combinations
of pressure (400 and 500 MPa) and temperature (40 and 60°C) were applied to the
batters with 0 or 20% DEW for 30 min, and two treatments at 450 MPa and 50°C for 30
min to batters with 10% DEW. In total, ten treatments in duplicate were made. Heat
treatment samples were heated in a water bath to assure an internal temperature of 75°C
for 30 min, after which the samples were cooled at room temperature and stored at 4°C
until analysis.

Experiment Design. For the experiment design, the response surface methodology
(RSM) was used combining the three experimental factors: %DEW, pressure and
temperature. For the pressure treatment, a factorial design 2° with two central points
was chosen. Combining the values of the experimental factors carried out ten
treatments. For the heat treatment 3 samples with 0, 10 and 20% of DEW were taken as

reference.
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Analysis

Proximate Analysis and pH. Official methods (Association of Official Analytical
Chemists, 1990) were used to determine the moisture, total nitrogen, fat and ash
contents of raw meat, batters and gels. The results were the average of three
determinations. A conversion factor of 6.25 was used to calculate the protein content.
The pH was determined by triplicate samples of a homogenate of 5g of sample in 50mL
of distilled water at 20°C with a pHmeter Model 507-05 (Crison Instruments, S.A.
Barcelona, Spain). All chemicals were from Panreac (Barcelona, Spain).

Water Holding Capacity. Water holding capacity (WHC) was determined by
quadruplicate samples as follows: chopped sample (1.5g) was placed in a centrifuge
tube along with two dried pipette filters (Gilson Pipetman, Villiers le Bel, France) and
centrifuged at 4,000g for 10 min at 20°C (Model J221, Beckman Coulter, Inc.,
Fullerton, USA). The WHC was expressed as percentage of water retained per 100g of
water present in the sample prior to centrifugation.

Yield Determination. Four replicates of gel samples were tempered at 20°C and
removed from the casing, blotted dry with a paper towel and weighed. Yield was
expressed as percentage by dividing the weight of sample treated by heat or pressure by
the weight of the non-treated sample.

Instrumental Colour Analysis. Three parameters of colour were evaluated: L*
(lightness), a* (redness) and b* (yellowness) values with a Hunter Lab Model 45/0 L
AV Mini Scan XE, (Hunter Associates Laboratory, Inc., Reston, USA). The internal
colour of six replicates from each treatment was analyzed using the illuminant Fcw and

the 10° standard observer.



160

161

162

163

164

165

166

167

168

169

170

171

172

173

174

175

176

177

178

179

180

181

182

183

RESPONSE SURFACE METHODOLOGY TO OPTIMIZE PRESSURE CHICKEN
GELS

Instrumental Texture Analysis. The textural characteristics of gels were analysed
through six replicates according to the texture profile analysis (TPA), compression and
cutting force using a TA-XT2 Texture Analyser (Stable Micro Systems, Haslemere,
UK) with a 25kg load cell (£ 1 g). For TPA, cylinders were cut (20mm high) and axially
compressed twice to 40% of their original height at a crosshead speed of 1mm/s with an
aluminium compression plate P50 (5¢cm diameter). For the compression test (80% of the
original height) the same probe was used as in the case of TPA. Cutting force was
measured with a probe HDP/BSK across the diameter.

Thermal Analysis. The fresh raw chicken meat and the untreated batters were
subjected to differential scanning calorimetry (DSC) Module Type DSC 821, /700
(Mettler Toledo GmbH, Germany). The DEW and the lyophilized gels (10 to 15mg)
were scanned after dialyzing against deionised water at 4°C for 24 h and tempered at
20°C. Samples were weighed in aluminium pans (40 uL) and then sealed with a
crimper. Deionised water was used as reference. For temperature (T) and entalphy (AH)
calibration, two standards were used: gallium (T = 29.8°C, AH = 80.22 J/g) and indium
(T = 156.6°C, AH = 28.46 J/g). The heating conditions of samples were in the range of
20 t0100°C at a heating rate of 10°C/min, except for chicken meat samples, which were
in the range of 20 to 90°C (Kijowski and Mast, 1988). The Star® System V 6.1 software
was used to obtain the plots of heat flow versus temperature, to calculate the
temperature of extrapolated onset (T,), and temperature of maximum transition (Tr,) of
at least three replicates.

Statistical Analysis. The colour data were analysed using the GLM procedure of The
SAS System for Windows V 8 (SAS Institute Inc., Cary, USA), and the differences

between the averages and their interactions were evaluated by means of the Student
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Newman Keuls (SNK) test. For the texture results, Minitab V 10.0 (Minitab, Inc.,

Pennsylvania, USA) was used and then adjusted to three models for each of the

response characteristics: hardness, cutting force and compression. The logarithms from

the responses were taken to validate the initial hypotheses and the Backward

Elimination algorithm was applied to find the best model. Level of significance was set

for P < 0.05.

RESULTS AND DISCUSSION

Proximal Analysis and pH. The composition of the chicken meat was similar to that
reported in the bibliography and is in agreement with Xiong et al.’s (1993) study of
muscle composition variations from broilers. The increase in pH and protein content of
batters was the result of adding DEW (88.5% + 0.95 protein). A low level of lipids was
expected because external fat was trimmed off before mincing, and were similar to
values reported by Amato et al., 1989) (3% and 8% for breast and thigh muscles,
respectively) (Table 1).

Yield and Water Holding Capacity. The WHC of heat gels was higher in gels with
20% DEW (95.06%) and 10% DEW (92.87%) than in the gels without DEW (83.66%).
There were no differences between gels obtained by pressure or heat, although the
presence of DEW in both cases increased the WHC (between 11% and 14%) (Table 2).
Carballo et al. (1995) found that egg white had no influence on binding properties of
bologna sausages obtained by heat at 70°C. However, when pressure (400 MPa) and
heat (70°C) were applied simultaneously the egg white improved the water binding of

chicken meat gels (Fernandez et al., 1998).
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The gels without DEW obtained at 500 MPa showed a higher yield at 40°C than at
60°C, and than at 400 MPa at both temperatures. This is probably due to the unfolding
of myofibrillar proteins that occurs at lower temperatures under HP, showing an
antagonist effect between both parameters. Jiménez-Colmenero et al. (1997) did not
find any differences between the water binding properties of low fat and high fat pork
sausages treated at 100 MPa, whereas those treated at 300 MPa presented negative
effects. The authors suggested that the pressure limited the formation of gel structures,
which was probably associated with its preserving effect against thermal denaturation of
meat proteins (Jiménez-Colmenero et al., 1998). However, poultry sausages pressurized
at 500 MPa for 30 min at 50, 60, 70 or 75°C gave lower cooking losses than those
treated only by heat (75°C for 30 min) (Yuste et al., 1999).

There are no studies available on the effects of pressure above 400 MPa on mixtures
of egg and meat proteins. It is possible that the previous contradictory results were due
to the specific temperature and pressure applied by authors, because a recent study has
shown that the most pronounced changes in egg proteins are observed in the range 400
to 700 MPa (van der Plancken et al., 2005). Ngarize et al. (2005) had reported that
DEW showed no gelation below 500 MPa for 20 min, but there was an increase in gel
strength with increasing pressure, although the values remained lower than those of the
heat-induced gels. Ibarz et al. (1999) on the other hand demonstrated that egg white
requires more than 620 MPa to form hard gels at 20°C.

Colour. The heat gels with DEW were lighter than the pressure ones, with the 20%
of DEW gels showing the highest L* and the lowest a* values. Unexpectedly, the
pressure gels at 60°C with 20% of DEW were darker than those without DEW in the
same conditions of pressure (Table 2). In pressure gels, lightness increased as pressure

increased although the temperature remained constant. This agrees with Fernandez et al.

10
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(1998) who found that chicken meat with 2% of DEW had a greater L* value when
treated at 400 MPa than at 200 MPa at 70°C. Our results differ from those obtained by
Yuste et al. (1999) where it is mentioned that mechanically recovered poultry meat
subject to pressurization (500 MPa/75°C) gave rise to lighter and more yellow sausages
than meat subject to conventional heat treatment.

Our results show that the most drastic effects on redness were observed at 500 MPa
at 40 and 60°C in absence of DEW, while the lowest pressure (400 MPa) and
temperature (40°C) better preserved the red colour of the gels.

The reduction of the reddish tone of the meat has been associated with the
modifications induced by HP on myoglobin. Jung et al. (2003) found that, in beef meat,
pressure higher than 300 MPa induced changes in colour, such as a decrease in the total
colour difference, and that the pressure intensity was more significant than the holding
time for redness, metmyoglobin content and total colour difference. We consider that
the presence of DEW in the pressure gels had a protective effect on the denaturalization
of the myoglobin because, although the content of this protein is smaller when
increasing the amount of DEW in the mixture, the gels with 20% DEW were darker and
had a higher redness value than the ones that contained greater proportion of meat.

In both pressure and heat gels, the yellowness was influenced by DEW: The higher
the DEW %, the greater the yellowness. However, in gels without DEW the yellowness
decreased with pressure. Fernandez et al. (1998) did not find similar differences
between chicken gels with and without egg white, obtained at 200 MPa and 400 MPa at
70°C.

Texture. In heat gels there is an important effect of the addition of DEW, in that it
notably increased the hardness, cohesiveness, chewiness, compression and cutting force

of gels, with only a slight decrease in springiness (data no shown). These results

11
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indicate that egg proteins participate in the formation of a firm network with the
myofibrillar proteins giving better binding (as shown earlier) and textural properties. In
pressure gels, statistic analysis showed that all the three experimental factors influenced
the response values. For hardness, the most influential factor was the interaction of
DEW with pressure (P = 0.010) and temperature (P = 0.043). For cutting force, the
relevant factor was the springiness (P = 0.002) and the interaction of DEW with
pressure (P = 0.017); a quadratic term was also significant for DEW (P = 0.032). For
compression, the most influential factor was DEW (P = 0.001).

The fitted and validated models, with determination coefficients (R?) of 98.2 %,
89.8% and 79.6% respectively, were:

Hardness = exp {1.67869 — 0.403297 DEW - 0.592112 PRESSURE + 0.0249053
TEMPERATURE + 0.00852444 DEW * PRESSURE + 0.00268092 DEW *
TEMPERATURE}

Cutting force = exp {1.13924 - 0.311761 DEW - 0.0440152 PRESSURE +
0.0472346 TEMPERATURE + 0.00481812 DEW? + 0.00521161 DEW * PRESSURE}

Compression = exp {-1.29009 + 0.0831681 DEW + 0.0495039 PRESSURE +
0.0256764 TEMPERATURE}

In general, the pressure gels were less firm, elastic and cohesive than heat-treated
ones with the exception of the 20% DEW gels obtained at 60°C. Nevertheless, the
addition of DEW improved gel hardness, springiness and cohesiveness. The effect of
DEW percentage on hardness in pressure gels is shown in 3D graphics (Figure 1). In
gels without DEW, it was observed that hardness values decreased when pressure
increased (Figure l1a), but augmented with the temperature; a similar effect being

observed in cutting force (Figure 2 a). The addition of 10% and 20% of DEW had a
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linear effect in the logarithmic scale for hardness (Figures 1b and c) and cutting force
(Figures 2b and c).

The results agree with Ma and Ledward (2004), who found that although increasing
pressure on beef muscle at 20 and 40°C caused increasing hardness, when beef muscle
was treated at 60°C and above, marked tenderization occurred at 200 MPa and above. In
whole chicken muscle, heat treatment at atmospheric pressure increases hardness only at
> 50°C. In pressure treatments at temperatures ranging from 20 to 50°C, heat and
pressure acted synergistically to increase muscle hardness, with the most significant
increase being between 200 MPa and 400 MPa. However, at 60 and 70°C, hardness
decreased in treatments above 200 MPa (Zamri et al., 2006). The significant increase of
hardness at 400 MPa is presumably due to the myofibrillar proteins unfolding which
may coincide with compression of myosin thick filaments into the Z line of the muscle,
related to increased toughness in HP treatments (Iwasaki et al., 2006).

Chung and Lee (1991) have reported that the addition of egg white reduces the
compression and penetration force in surimi gels. It has been attributed to the fact that
egg white has a diluting effect and interferes in the gelation of myofibrillar proteins.
However, other authors have found that egg white improved the textural properties of
actomyosin gels (Chen et al., 1993). Carballo et al. (1995) found a direct relationship
between egg white content and textural parameters of bologna sausages obtained by
heat at 70°C. They consider that these inconsistencies about the effects of egg white on
myosystem properties appear to be related to the functional quality of the myofibrillar
proteins.

Our results agree with van der Plancken et al. (2007), who observed that pressure-
induced denaturation in egg proteins was enhanced at low temperatures. This is opposite

to what was observed for heat treatment at ambient pressure, indicating an antagonistic
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effect of temperature and pressure in the temperature-pressure range studied (10, 25 and
40°C at 525 MPa to 600 MPa). At higher temperature (60°C), pressure-induced egg
white protein denaturation more closely resembles heat-induced denaturation.

The interaction of DEW with pressure and DEW with temperature indicate that the
effect of DEW depends on both of these variables. As the meat hardness decreased at
temperatures above 60°C and pressure-induced denaturation in egg proteins was
enhanced by pressure treatment at lower temperatures, we suggest that in subsequent
experiments pressure levels be increased while temperature is maintained at the range
studied, and some additive is added to probe for enhanced the textural properties.

Thermal Analysis. At atmospheric pressure, the transitions for myosin and actin in
the myofibrillar proteins of chicken leg muscle, were 59.5 and 84.2°C respectively and
the respectively and the isolated DEW showed two main peaks, at 65.8°C from
conalbumin and 83.16°C for ovalbumin (Trespalacios and Pla, 2007b). The batters
produced two principal endothermic peaks: at 60.2 and 82.8°C. In thermograms of heat
gels with DEW, the myosin peak totally disappeared. This fact is related to the
significant increase observed in hardness, however, a minimal peak was seen at 83°C,
which implied that ovalbumin was not completely denatured by the heat treatment. The
pressure gels (500 MPa and 40°C) produced three peaks at 49.5, 65.51 and 82.34°C and
similar results of a lesser magnitude were observed at 60°C. This signifies a partial
denaturation of the mixture protein under these conditions, because the last two
transitions correspond to connective tissue that remained in the native form and a partial
unfolding of ovalbumin. Ma and Ledward (2004) found that collagen is apparently not
affected by pressure.

We consider the first peak (49.5°C) to be related to a modified structure of myosin,

with a lower thermal stability or a residual pressure resistant structure. The rescanning

14



332

333

334

335

336

337

338

339

340

341

342

343

344

345

346

347

348

349

RESPONSE SURFACE METHODOLOGY TO OPTIMIZE PRESSURE CHICKEN
GELS

did not show any peak, which indicated that it was stabilized by hydrogen bonds. This
phenomenon was observed also by Zamri et al. (2006) at 51°C in whole chicken muscle
between 400 MPa and 600 MPa at 40°C, in beef meat by Ma and Ledward (2004)
(50.1°C) and in turkey meat by Angsupanich et al. (1999), who explain that thermally
induced gels are mainly stabilized by hydrophobic interactions and disulfide bonds,
while pressure induced gels appeared to be stabilized, at least partially, by hydrogen
bonds. The application of HP together with the addition of DEW allows diversifying
products with low fat content therefore, although it is necessary to find the optimal

conditions for each of the desired properties.
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Table 1. Chemical composition and pH of raw chicken meat and batters with dried egg white

MOISTURE (%)  ASH (%) PROTEIN (%)  FAT (%) pH

Raw chicken meat 72.25+0.63 0.95+0.02 1824+0.07 935+0.05 6.56
Batter 0% DEW" 78.81 £ 0.10 3.34+002 1260+022 6.80+0.05 6.38
Batter 10% DEW 71.78 £0.16 3.74+£001 1855+003 640+0.03 6.83

Batter 20% DEW 65.40 + 0.42 418+0.02 2520+031 582+0.03 7.20

'DEW = dried egg white
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RESPONSE SURFACE METHODOLOGY TO OPTIMIZE PRESSURE CHICKEN
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Table 2. Yield and colour parameters (L*, a*, b*)* of low fat chicken gels with dried egg white

obtained by heat and high pressure®

DEW? P? T YIELD L* o+ b*
(%) (MPa) (°C) (%)
HEAT

0 0.1 75  96.42+035d 68.00+023f 513+0.16cd 11.00+0.27e
10 0.1 75  9952+027b 7286+051b  461+03%9e 10.16+0.21f
20 0.1 75 99.78+0.19a 76.16+02la  4.14+014f 1092+0.12e

HIGH PRESSURE

0 400 40  96.06+0.15d 60.11+0.08i  5.41+0.07bc  9.64+0.03g

0 400 60 96.60+0.23d 70.29+0.28d  4.96+0.08d  9.68+0.39g

0 500 40 97.31+0.32c 64.90+0.06h  3.46+0.04g  8.75+0.09i

0 500 60 95.12+0.27e 72.82+048b  3.36+0.22g 9.33+0.32h
10 450 50 99.63+0.18b 68.38+0.24f 523+0.21bcd 10.69+0.26 €
10 450 50 99.62+0.46b 67.15+045g 523+0.41bcd 10.80+0.14e
20 400 40 99.90+0.29a 6043+1.03hi  6.97+054a 1358+0.19a
20 400 60 99.72+0.4la 6891+026e 547+0.13bc 13.20+0.15b
20 500 40 99.79+0.37a 6446+045h  559+031b  12.95+0.03¢c
20 500 60 99.66+0.26a 71.96+0.33c  4.39+0.15ef 12.37+0.21d

'L* = Lightness, a* = redness, b* = yellowness
’DEW = Dried egg white

3p = Pressure

*T = Temperature
*Different letters in a same column indicate significant differences (P < 0.05)
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Figure 1. Surface plots for log of hardness in low fat chicken gels with a) 0%, b) 10% and c)

20% dried egg white
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Figure 2. Surface plots of cutting force of low fat chicken gels with a) 0%, b) 10% and c) 20%

dried egg white
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Figure 3. Surface plots of compression force at 80% of low fat chicken gels with a) 0%, b) 10%

and c) 20% dried egg white
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Abstract

Low-fat protein gels obtained by pressure are softer than those processed by conventional heat treatment. In this study, microbial
transglutaminase (MTGase) (0.3%) was added to chicken batters in order to investigate the combined effect of pressure and enzyme
on the functional properties of gels. Batters of meat with egg proteins were treated at 500 MPa for 30 min at 40 °C and then heated
at 75 °C for 5 min to inactivate the enzyme. Treated samples showed, under confocal microscopy, a more compact and homogeneous
microstructure and exhibited a notable increase in hardness and chewiness as compared to controls that were pressurized but contained
no MTGase. They were also harder, more chewy and springy but had a similar cohesiveness and cutting force to those obtained by heat

alone.
© 2005 Elsevier Ltd. All rights reserved.

Keywords: Microbial transglutaminase; High pressure; Chicken meat gels; Texture; Microstructure

1. Introduction

Consumer demand for minimally processed, microbio-
logically safe, stable food products that are additive-free,
has stimulated the interest of food companies in high pres-
sure processing (Hendrickx, Ludikhuyze, Van den Broeck,
& Weemaes, 1998). Growing awareness of the link between
diet and health is fast-changing consumer habits, so that
there has been increasing request for foods with health-
enhancing properties, such as low-fat meat products (Jimé-
nez Colmenero, 2000). In recent years, it has also been
recommended that salt intake should be reduced in light
of the relationship between high sodium levels and develop-
ment of arterial hypertension. However, in products with
reduced levels of sodium, the functionality of the tradi-
tional myosin heat-set matrix may be limited due to low

" Corresponding author. Tel.: +34 93 581 4112; fax: +34 93 581 1494.
E-mail addresses: mariadelpilar.trespalacios@campus.uab.es (P. Tres-
palacios), reyes.pla@uab.es (R. Pla).

0308-8146/$ - see front matter © 2005 Elsevier Ltd. All rights reserved.
doi:10.1016/j.foodchem.2005.09.058

ionic strength, water binding and a decrease in the firmness
of meat gels (Smith, 1988; Whiting, 1988).

Many processed meat products that have been tradition-
ally made from pork have high levels of fat. As a result,
chicken with fat substitutes is now being used to manufac-
ture emulsified sausages in order to obtain healthier meat
products (Jiménez Colmenero, Carballo, & Cofrades,
2001). However, reformulation with fat substitutes can
cause a reduction in particle binding, darker product col-
our, lack of flavour, reduced browning reactions and
shorter microbiological shelf-life (Keeton, 1994).

Fisher (1994, chap. IV) indicated that egg proteins help to
stabilize batters and may be advantageous in increasing
binding properties. Numerous authors have used egg white
as a functional ingredient in a number of ground and emul-
sified meat products to support and ensure the binding prop-
erties of meat (Carballo, Barreto, & Jiménez Colmenero,
1995; Carballo, Fernandez, Barreto, Solas, & Colmenero,
1996; Fernandez, Cofrades, Solas, Carballo, & Jiménez Col-
menero, 1998; Jiménez Colmenero, Barreto, Fernandez, &
Carballo, 1996; Pietrasik, 2003; Pietrasik & Li-Chan, 2002a).
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In a previous study, functional characteristics, such as
water-holding capacity, texture and colour of low fat
chicken gels were modified with the addition of ovalbumen
as fat substitute and pressure processing (Trespalacios
et al., 2002). Protein gels made under pressure are generally
glossier and softer than heat induced gels (Jiménez Col-
menero, 2002; Okamoto, Kawamura, & Hayashi, 1990).
On the other hand, sausages made from chicken meat
obtained by heat (Muguruma et al., 2003) or pressure do
not provide desirable gel strength (Yuste, Mor-Mur,
Capellas, Guamis, & Pla, 1999).

Transglutaminase (TGase) (EC 2.3.2.13, protein-gluta-
mine y-glutamyl transferase) is an enzyme that catalyses
acyl transfer reactions between the y-carboxyamide group
of glutamine residues and the e-amino group of lysine in
proteins, leading to inter- or intra-molecular cross-linking
(De Jong & Koppelman, 2002). Transglutaminases are a
widely distributed family of enzymes found in plants, ani-
mal tissues and body fluids of mammals, which can modify
proteins by means of amine incorporation, cross-linking
and deamidation (Motoki & Seguro, 1998). Sakamoto,
Kumazawa, Kawajiri, and Motoki (1995) quantitatively
analysed e-(y-glutamyl)lysine cross-links in 127 different
foods and the highest levels were found in fish paste prod-
ucts, processed fish, shellfish, meats, soybeans and raw
poultry organs. Thus, TGase cross-linked proteins have
been long ingested by man.

The production of TGase for industrial use was made
possible by the isolation (Nonaka et al., 1989) and purifica-
tion (Ando et al., 1989) of a bacterial TGase from a micro
organism taxonomically classified as a variant of Strepto-
verticillium mobaraense. Transglutaminases require Ca>"
for expression of enzymatic activity; however, microbial
transglutaminase (MTGase) is totally independent of
Ca®" (Motoki et al., 1990). Such a property is very useful
in the modification of the functionality of food proteins,
such as casein and myosin, because they are easily precip-
itated in the presence of Ca®>" and become less sensitive
to MTGase (Motoki & Seguro, 1998).

Transglutaminase is now widely used in seafood, surimi
products, meat products, noodles and pasta, dairy prod-
ucts and baked goods (Kuraishi, Yamazaki, & Susa,
2001). Although the effect of the MTGase is well docu-
mented for raw and restructured meats (Kuraishi et al.,
1997; Lee & Park, 2003; Nielsen, 1995; Serrano, Cofrades,
& Jiménez Colmenero, 2004; Tsao, Kao, Hsich, & Jiang,
2002), few studies have been reported on characteristics
of cooked meat emulsions (Pietrasik, 2003; Pietrasik &
Jarmoluk, 2003; Pietrasik & Li-Chan, 2002a; Pietrasik &
Li-Chan, 2002b). Only some chicken meat products have
been developed (Kilic, 2003; Muguruma et al., 2003; Tseng,
Liu, & Chen, 2000).

Nonaka et al. (1989) showed that rabbit myosin was
polymerised by a catalytic reaction of the microbial trans-
glutaminase (MTGase), but actine was not affected under
the same conditions. On the other hand, globular proteins,
such as B-lactoglobulin, a-lactalbumin and ovalbumin,

have proven to be poor substrates because of their compact
structures, which limit the accessibility of the TGase to the
target glutamine and lysine residues (Nio, Motoki, & Taki-
nami, 1985; Sakamoto, Kumazawa, & Motoki, 1994). Fur-
thermore, ovalbumin and conalbumin were found only to
be modified by MTGase when a reducing agent like dithi-
othreitol was used, which is undesirable for food manufac-
turing (Nonaka et al., 1989). Subsequent investigations
have shown that pre-treatment or simultaneous application
of high pressure at 400-600 MPa can induce structural
changes in the native protein, making it accessible to the
acyl binding site of MTGase (Nonaka, Ito, Sawa, Motoki,
& Nio, 1997). Other reports of high pressure effects on var-
ious biomolecules indicate that this may be a suitable dena-
turing treatment for enhancing TGase activity (Ashie &
Lanier, 1999; Gilleland, Lanier, & Hamann, 1997).

MTGase dissolved in buffer solution exhibits a remark-
able stability toward high pressure treatment above
400 MPa at 60 °C (Lauber, Noack, Klostermeyer, & Henle,
2001b). 60% of initial MTGase activity was maintained
even after pressurization at 600 MPa for 60 min, indicating
that MTGase was pressure-resistant compared to other
enzymes (Lee & Park, 2002).

Although many references can be found on the separate
application of TGase and pressure to different food prod-
ucts, some hypotheses have been suggested to eclucidate
the mechanism involved when they are applied together
(Ashie & Lanier, 1999; Uresti, Velazquez, Vazquez,
Ramirez, & Torres, 2006); there is a lack of knowledge
on their combined effects. Thus, the objective of this study
was to investigate the simultaneous application of high
pressure and MTGase on poultry meat emulsions and to
improve the textural characteristics of low-fat and low-salt
chicken meat gels added with ovalbumen and egg yolk.

2. Materials and methods
2.1. Preparation of low fat and low salt chicken gels

Fresh chicken thighs and eggs were purchased from a
local market (Corporacion Alimentaria Guissona, S.A.,
Guissona, Spain). Skinless, boneless meat was trimmed to
remove visible fat and connective tissue, ground twice
through 6 and 3 mm plates in a mincer Mod. PC-22 (Sam-
mic, S.L., Azpeitia, Spain), then mixed with NaCl (1.0% w/
w total formulation) and left to stand for 18 h at 4 °C. The
mixture was homogenised with 10% fresh egg yolk, 10%
dehydrated egg white and 0.3% of tripolyphosphates
(Degussa Texturant Systems, Barcelona, Spain) and cold
water (30%) in a homogeniser Mod. UMC 5, (Stephan
Machinery GmbH & Co., Hameln, Germany) at
1800 rpm for 12 min at 80% vacuum. The final temperature
of the batters never exceeded 12 °C. Samples with enzyme
were added with 0.3% Transglutaminase Activa™ WM
(Ajinomoto Co. Inc., Tokio, Japan) which contains 99%
maltodextrins and 1% MTGase with an activity of 100
units/g. Immediately after this, the batters were stuffed,
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by means of a sausage filler Mod. TWF-6 (Dick GmbH,
Deizisau, Germany), into Nojax® cellulose casing (22 mm
diameter) (Viskase Companies, Inc., Willowbrook, USA)
or polyvinylidene casing (55 mm diameter) (Krehalon
Industrie B.V., Deventer, Holland). The samples were vac-
uum packaged in a Cryovac Corace Packaging VS 26
(Cryovac Europe, Kriens, Switzerland) before treatments.
Batters with MTGase were treated no later than 10 min
after enzyme was added. Samples without enzyme were
produced under the same conditions.

2.2. High pressure and thermal treatments

A discontinuous isostatic press ACB (GEC Alsthom,
Nantes, France) was used for HP processing at 500 MPa
for 30 min at 40 °C. The time needed to achieve the treat-
ment pressure was ca. 120 s and the decompression time
was ca. 30s. The pressure chamber (22 cm height, 10 cm
diameter) and the water inside were held at the indicated
temperature, by circulating hot water through a coil
around the walls of this chamber. Another batch of sam-
ples was treated at 40 °C in a water bath for the same
amount of time at atmospheric pressure (0.1 MPa). A third
treatment was performed at room temperature (20 °C) at
0.1 MPa. Finally, all samples were heated in a water bath
to assure an internal temperature of 75 °C for 5 min to
inactivate the added enzyme (Ando et al., 1989) and cooled
in water. For the heat treatment, samples were heated to
75 °C (Thermometer 638 Pt, Crison Instruments, S.A., Bar-
celona, Spain) for 30 min in a water bath and then cooled.
Samples without enzyme were treated under the same pres-
sure and heat conditions. All treated samples were stored at
4 °C for their analysis. These experiments were performed
twice.

2.3. Proximate analysis and pH

Moisture, ash and total nitrogen of the raw meat, bat-
ters and treated samples were quantified in triplicate (Asso-
ciation of Official Analytical Chemists, 1990). Fat content
was estimated by difference. A conversion factor of 6.25
was used for protein content. The pH was measured in trip-
licate using a portable pH meter Mod. 507-05 (Crison
Instruments, S.A. Barcelona, Spain) on a homogenate of
5 g sample in 50 ml distilled water at 20 °C. All chemicals
were from Panreac (Barcelona, Spain).

2.4. Expressible moisture

Coarsely chopped sample (ca. 1.5 g) (W;) wrapped with
a Whatman No. 1 filter paper was placed in a centrifuge
tube and submitted to 4000g for 10 min at 20 °C in a cen-
trifuge Mod. J221 (Beckman Coulter, Inc., Fullertone,
USA). This determination was carried out in quadrupli-
cate. Expressible moisture (E,,) is expressed as the ratio
of moisture lost after centrifugation (W5) to the initial gel
sample weight

En = (W; — W¢/W;)100.

2.5. Instrumental colour analysis

The colour of the meat gels was measured using a por-
table spectrocolorimeter Model 45/0 L Mini Scan XE™
(Hunter Associates Laboratory, Inc., Reston, USA) and
expressed as L (lightness), a (redness), and b (yellowness).
Six cylindrical replicates (55 mm diameter) were cut to
measure the internal colour of gels. Measurements were
done with reference to illuminant Few and the 10° standard
observer.

2.6. Instrumental texture analysis

The textural characteristics of gels were analysed
according to texture profile analysis (TPA) (Bourne,
1978) and force at cutting using a TA-XT2 Texture Ana-
lyser (Stable Micro Systems, Haslemere, UK) with a
25 kg load cell (1 g). Four cylindrical replicates were cut
(22 mm diameter and 20 mm height) and axially com-
pressed twice to 40% of their original height at a crosshead
speed of 1 mm/s with an aluminium compression plate P50
(5 cm diameter). Force at cutting was measured with a
probe HDP/BSK to six cylindrical replicates across the
diameter of the gels (22 mm).

2.7. Confocal scanning laser microscopy

A confocal scanning laser microscope Leica DM IRE 2
(Leica Microsystems, Heidelberg, Germany) was used to
observe the microstructure of gels. Gels were cut in slices
of 0.5-1.0 mm and soaked in a 0.1% aqueous acridine orange
solution (Panreac, Barcelona, Spain) mixed with an equal
volume of 1% acetic acid for 5 min to stain the gels (Yiu,
1985). After rinsing and draining, sections were mounted
in a non-fluorescent observation medium between two glass
slides. The images were obtained with an oil immersion 40x
lens with aperture set to 1.3. Samples were excited at 568 nm
with a Kr/Ar laser for the observation (Heertje, Vandervlist,
Blonk, Hendrickx, & Brakenhoff, 1987).

2.8. Statistical analysis

The data were analysed using the general linear model
procedure of The SAS® System for Windows V 8 (SAS
Institute Inc., Cary, USA). Level of significance was set

for P <0.05. Differences between each variable and treat-
ment were determined using Duncan’s multiple range test.

3. Results and discussion
3.1. Composition and pH

The proximate analysis of raw chicken meat was similar
to that reported in the bibliography. Results for thigh
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chicken meat were: moisture, 74.16% 4 0.72; protein,
19.36% =+ 1.99; ash, 1.11% £ 0.06 and fat, 5.37%, which
match the values indicated in the study of variations in
muscle composition of broilers (Xiong, Cantor, Pescatore,
Blanchard, & Straw, 1993). Protein contents in the dried
egg white and egg yolk were 88.5% +0.95 and
17.5% + 0.78, respectively. The pH of raw meat (6.65)
increased after adding the egg white and the pH of batter
with MTGase was slightly more acidic (6.84) than that of
samples without MTGase (6.89). Gels without enzyme
had 69.11% + 0.13 moisture and 19.9% 4+ 1.05 protein
while gels with MTGase had 67.7% 4 0.14 moisture and
19.3% =+ 1.75 protein.

3.2. Expressible moisture

The addition of enzyme significantly decreased the
expressible moisture of samples from each treatment and
was significantly higher in the non-pressurised samples, as
shown in Table 1. Gels obtained by pressure without
enzyme showed lower values than those produced with
the enzyme added but without pressure at 20 and 40 °C.
The lowest expressible moisture was obtained from the
gel with added MTGase and treated by pressure, showing
a synergistic effect of enzyme and pressure when they are
applied at the same time. The binding properties are
strongly influenced by sodium content in processed muscle
foods. Higher ionic strength enhances electrostatic repul-
sions and causes a loosening of the myofibrillar structure,
so that there is more space for water to be trapped (Whit-
ing, 1988). Barbut and Mittal (1990) reported that reduced-
salt batters were less stable because of lower extraction of
salt-soluble proteins. Increased salt levels (from 0% to
2%) have also been reported to reduce the cooking loss
(from 28% to 14%) in poultry meat batters (Hongsprabhas
& Barbut, 1999).

The effect of pressure on binding properties of meat
products depends on various factors, such as animal spe-
cies, type of muscle, pH and ionic strength, level of fat
and protein and treatment conditions, such as pressure,
time and temperature. Jiménez Colmenero, Carballo, Fer-
nandez, Barreto, and Solas (1997) reported no differences
between the water-binding properties of low-fat and high-

Table 1
Expressible moisture of low-fat and low-salt chicken gels obtained by
pressure and microbial TGase (0.3%)*

Enzyme  Pressure (MPa) Temperature (°C) Expressible moisture (%)
NE 0.1 20 3254+20b
NE 0.1 40 36.9+20a
NE 500 40 242+ 1.1d
MTGase 0.1 20 276 +30c
MTGase 0.1 40 284+13¢
MTGase 500 40 19.1+20e¢

NE, no enzyme added; MTGase, microbial transglutaminase (0.3%).
A Different letters in the same column indicate significant differences
(P <0.05).

fat pork sausages treated at 100 MPa, whereas those trea-
ted at 300 MPa showed an increase in total cooked-out
fluid and water released, which became more pronounced
with a longer pressurisation time. However, poultry sau-
sages pressurised at 500 MPa for 30 min at 50, 60, 70 or
75 °C, presented lower cooking losses than those treated
at 75 °C for 30 min (Yuste et al., 1999).

The consequence of TGase on binding properties in
meat products has been contradictory. Some experiments
have shown that proteins in oil-in-water type emulsions
can be gelled and that MTGase enhanced the emulsion sta-
bility and water uptake ability of chicken batters (Ruiz-
Carrascal & Regenstein, 2002). Meanwhile, Pietrasik and
Li-Chan (2002b) found that the presence of increasing lev-
els of MTGase (0-0.6%) favourably decreased the cooking
loss at different levels of sodium chloride (0-2%) in cooked
pork batter gels but that low-salt batters produced gels that
had poorer binding properties than gels produced with
higher salt.

The addition of 0.5% MTGase, to beef homogenates,
significantly decreased expressible moisture, cooking and
purge loss from beef gels added with egg white (Pietrasik,
2003). Tseng et al. (2000) also reported that the yield of
low salt (1%) chicken meatballs increased with higher levels
(0-1%) of crude pig plasma TGase, suggesting that they
had better emulsion stability and hydration properties.
However, Hammer (1998) did not find a significant effect
of MTGase (0.2%) for water-binding properties in finely
comminuted sausages. Also, Pietrasik and Jarmoluk
(2003) reported that MTGase had no effect on water-bind-
ing properties, although it increased the hardness of pork
gels at higher levels of sodium caseinate. Cooking and
purge losses were not appreciably affected by enzyme pres-
ence in beef gels, except when they were formulated with
egg white which showed significantly lower purge losses
after one week’s storage compared to the samples elabo-
rated without MTGase (Pietrasik & Li-Chan, 2002a).

Reports about the effects of egg proteins on hydration
properties of meat gels have also been contradictory.
Fisher (1994, chap. IV) explained that egg white partici-
pates in the formation of a protein network that enhances
water-binding capacity and extends freshness of meat prod-
ucts. Conversely, Hammer (1992, chap. 5) reported that
egg white plays no part in the structure of gels, while Carb-
allo et al. (1995) did not find any influence on water- and
fat-binding properties of pork meat batters. However,
when pressure was applied at 70 °C the addition of egg
white increased water binding of chicken meat batters
(Fernandez et al., 1998).

3.3. Colour

The intensity of muscle visual colour is due to its total
myoglobin content. When the myoglobin content is kept
constant, the colour of comminuted products is mostly
influenced by processing parameters: fat content, non-meat
ingredients and added or lost water. It is well known that
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Table 2

Hunter Lab values of low-fat and low-salt chicken gels obtained by pressure and microbial TGase (0.3%)*

Enzyme Pressure (MPa) Temperature (°C) L* a* b*

NE 0.1 75 75.0+02a 2.64 +0.04 ¢ 150+02c¢
NE 0.1 20 720+4.1b 591+1.30b 163+22b
NE 0.1 40 69.7+0.8 ¢ 6.724+0.30 a 175+ 0.6 a
NE 500 40 729+ 1.0 ab 5.58 £ 0.33 bed 16.5+0.2b
MTGase 0.1 20 73.7+£ 1.7 ab 498 £0.37d 169 £ 1.5 ab
MTGase 0.1 40 717+ 1.8 b 5.75+1.01 be 176 £0.2 a
MTGase 500 40 742+ 1.7 a 5.11+0.84 cd 17.74+0.1 a

NE, no enzyme added; MTGase, microbial transglutaminase; L*, lightness; a*, redness; b*, yellowness.
A Different letters in the same column indicate significant differences (P < 0.05).

application of high pressure, even at 5-10 °C, induces dras-
tic changes in the colour of red muscle (Cheftel & Culioli,
1997).

Table 2 shows that there were no differences in lightness
of sample obtained at 75 °C and those obtained by pressure
with or without MTGase, possibly due to the inactivation
step of the enzyme (75 °C for 5 min). However, samples
with MTGase treated at 40 °C without pressure were
lighter than those were treated without enzyme at same
conditions. Non-pressurised samples without enzyme at
20 °C showed the lowest L* values.

The increase of L* values or “whitening’ effect is attrib-
uted to the denaturation of the globin moiety of myoglo-
bin. According to Zipp and Kauzmann (1973),
denaturation of metmyoglobin under pressure is similar
to denaturation caused by heat, acid or urea, and is partly
due to the rupture of hydrophobic bonds. They found that,
at 550 MPa, the denaturation was complete, rapid and no
further changes were seen by spectrophotometry at higher
pressures. However, Defaye, Ledward, Macdougall, and
Tester (1995) reported that the degree and rate of renatur-
ation of myoglobin solutions subjected to 7.5-8 kbars, was
dependent on pH and ionic strength, suggesting that elec-
trostatic forces dominate the protein-protein aggregation
and that hydrogen bonds may also stabilise the aggregate.
Compared to the standard cooking process, Yuste et al.
(1999) found that 500 MPa of pressure, applied at high
temperatures (50-75 °C), yielded lighter and more yellow
mechanically recovered poultry meat sausages.

At atmospheric pressure, the addition of MTGase
decreased the redness of samples treated at 40 and 20 °C.
However, there were no significant differences in those sam-
ples treated at 500 MPa, with or without enzyme, which
were more reddish than the cooked ones. Nielsen, Petersen,
and Moller (1995) reported that pork meat samples with
0.4% TGase Factor XIIIa had significant lower a* values
than the controls in raw meat treated at 37 °C for 90 min
or 10 °C for 23 h without any other thermal or pressure
processing. In addition, gels obtained by heat showed lesser
a* values mainly due to globin denaturation. For example,
when minced meat is subjected to pressure above 400 MPa
its colour becomes much paler, due to the partial oxidation
of ferrous myoglobin into ferric metmyoglobin and with
possible globin denaturation (Carlez, Veciana-Nogues, &
Cheftel, 1995; Cheftel & Culioli, 1997).

There were no differences in b* values of samples with or
without MTGase treated at the same temperature and
atmospheric pressure, however, pressure decreased yellow-
ness in samples without enzyme. Meanwhile, heat treat-
ment decreased the yellowness in relationship to all
samples treated at 20 and 40 °C with or without enzyme.
Pietrasik (2003) found that MTGase increased b* of beef
gels with egg white processed at 80 °C for 14 min, however,
Hammer (1998) observed a linear decrease related to the
amount of the enzyme (0-0.2%) in finely comminuted
cooked sausages. Both authors reported no differences in
L* and a*.

Pietrasik and Li-Chan (2002b) also studied the effect of
MTGase, salt and heating temperature on the colour of
pork gels. While they did not find significant influence of
the enzyme, yellowness and redness were inversely propor-
tional to the salt content. Previous reports have shown that
TGase had no effect on colour parameters of chicken meat
products, such as doner kebabs (Kilic, 2003), low-salt
chicken meat balls (Tseng et al., 2000) and pork gels (Pietr-
asik & Jarmoluk, 2003). No references about the effect on
the meat colour were found when MTGase and pressure
(500 MPa) were applied.

3.4. Textural properties

Table 3 shows how the enzyme addition notably modi-
fied the characteristics of the texture profile analysis in
samples processed at 40 °C. However, those treated at
ambient temperature did not show significant differences
between samples with and without MTGase, due to the
short reaction time at that temperature, which it is not
the most favourable. According to Ando et al. (1989), the
time required for the reaction at 20 °C is 70 and 20 min
at 40 °C when there is enough substrate. In restructured
meats, several authors have demonstrated the ability of
MTGase to bind the meat pieces at chill or mild tempera-
ture with reaction times that vary from 2 to 5h at 5°C
(Kuraishi et al., 1997), 90 min at 37 °C (Nielsen et al.,
1995) or 60 min at 40 °C (Tsao et al., 2002).

In this study, the pressurized sample without enzyme
was the softest and showed the lowest value for chewiness
of all samples. These results concur with those obtained by
Hayashi, Kawamura, Nakasa, and Okinaka (1989) and
Okamoto et al. (1990), who showed that pressure induced
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Enzyme Pressure Temperature Hardness Springiness Cohesiveness Chewiness Cutting force
(MPa) (°C) (N) (mm) (dimensionless) (N x mm) (N)

NE 0.1 75 350+ 1.7b 7.01+£0.27d 0.535+0.01 a 1314+65b 6.98+0.57 a
NE 0.1 20 30.1+09¢ 7.04 +£0.10 cd 0.514+0.01 ¢ 1089 +4.8 cd 6.07 +0.79 abc
NE 0.1 40 29.6+2.0c¢ 7.16 £0.13 be 0.518 £ 0.01 be 1102+9.5¢ 6.07 £ 0.67 abc
NE 500 40 268 +1.1d 726 +0.11b 0.524+0.01 b 102.0 +4.8d 5.96 + 0.67 be
MTGase 0.1 20 31.0+£3.0¢ 7.18 £0.13 be 0.521 +£0.01 be 116.0 £ 103 ¢ 4.96 £0.66 d
MTGase 0.1 40 332+060 729 +0.08 b 0.523+0.01 b 1273 +2.1b 517+1.23 cd
MTGase 500 40 424+17a 7.48+£0.07 a 0.540+£0.01 a 1714 +£82a 6.81 +£1.21 ab

NE, no enzyme added; MTGase, microbial transglutaminase.

A Different letters in the same column indicate significant differences (P < 0.05).

protein gels were softer than heat induced ones but that
they also tended toward increase in hardness and decrease
in adhesiveness as pressure increased. Yuste et al. (1999)
reported that pressure processing at high temperatures
yielded less firm, less springy but more cohesive poultry
meat sausages compared to standard cooking processing.

Addition of the enzyme at 40 °C increased the hardness
and chewiness, due to the formation of e-(y-glutamyl)lysine
bonds. Nonaka et al. (1989) proved that rabbit myosin was
polymerised by MTGase, but actin was not. In experiments
by Akamittath and Ball (1992) and Kim et al. (1993), poly-
merisation of turkey and beef actomyosin was induced by
guinea pig liver TGase.

Our results are consistent with findings reported by var-
ious authors in cooked meat emulsions and meat products.
Finely comminuted sausages containing 0.2% MTGase
were harder and firmer than were sausages without enzyme
(Hammer, 1998). Pietrasik and Li-Chan (2002a) also
reported that beef gel samples with 0.5% MTGase had bet-
ter textural characteristics than those without enzyme.
Microbial TGase favourably increased hardness and chew-
iness of pork gels, but was not able to improve these
parameters in low-salt products to the same levels as in
high-salt ones and significant linear effects were observed
for enzyme concentration (0-0.6%) on hardness and
springiness (Pietrasik & Jarmoluk, 2003; Pietrasik & Li-
Chan, 2002b).

Tseng et al. (2000) found that gel strength of low salt
chicken meat balls increased with the addition of TGase.
Chicken doner kebab also increased in hardness and chew-
iness with the presence of MTGase (1%) and the values
were higher still when sodium caseinate was added (Kilic,
2003). Pietrasik (2003) reported that the addition of MTG-
ase to beef gels induced greater hardness, cohesiveness,
springiness and chewiness; moreover, cohesiveness
increased only in samples containing egg albumen. In pork
gels, springiness was also increased when 2% egg albumen
was added (Pietrasik & Li-Chan, 2002a).

It can be seen in Table 3 that the combination of pres-
sure and enzyme rendered samples with higher hardness,
springiness, cohesiveness and chewiness values than sam-
ples only treated by pressure or with MTGase at atmo-
spheric pressure at 40 °C.

Comparing the cutting force and hardness values of gels
obtained at 75 °C and gels obtained by pressure and MTG-
ase, it can be seen that the cutting forces for the two sam-
ples were very similar (6.98 and 6.81 N, respectively), while
hardness was 34.99 N for heated gels and 42.43 N for the
pressurised ones. This fact may be due to the different gela-
tion process: in heat-induced gels, the outer part of gel
becomes overcooked but, in the pressure-induced ones,
the transmission is instantaneous and isostatic.

Pressurization at 250 or 300 MPa, of muscle proteins at
4 °C, did not induce gelation of turkey pastes. However,
pressurization at 40 or 50 °C, prior to setting, increased
the strength of turkey gels containing MTGase (Ashie &
Lanier, 1999). Lauber, Noack, Klostermeyer, and Henle
(2001a) did not detect oligomerization when B-lactoglobu-
lin was incubated with MTGase under atmospheric
pressure; however, it was evident when 400 MPa was
applied.

Thus, we consider that the increase in hardness, chewi-
ness, cohesiveness and springiness of gels is due to the
simultaneous application of 500 MPa and MTGase. This
induces structural changes in the native ovalbumin,
exposing glutamyl and lysyl residues which may be buried
inside their tertiary structure, and making them accessible
to the acyl binding site of MTGase, which creates cross
links between egg proteins and the myofibrillar proteins
of meat.

In Table 3, it is clearly observed that applying MTGase
and high pressure at the same time induces dramatic
changes in texture. The introduction of cross-links pro-
duces structures with better hardness, chewiness and
greater springiness compared to conventional heat gels.
This behaviour is characteristic of a chemical gel network,
whose unbreakable cross-links lead to a very high restoring
force at large strains (Dickinson, 1997).

3.5. Microstructure

Enzymes can provide highly specific modifications in the
microstructure of a biopolymer, which can result in signif-
icant changes in the macroscopic properties. Microphoto-
graphs of gels obtained by pressure, with and without
enzyme, are shown in Fig. 1. The network of gel without
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Fig. 1. Microstructure of low-fat low salt gels treated at 500 MPa and 40 °C for 30 min. (a) Without MTGase. (b) With MTGase added. Bar = 40 um.

MTGase was loose with big, irregular holes; however, a
more compact and homogeneous structure was observed
when MTGase was present. These observations are coinci-
dent with those of texture: samples with MTGase that were
simultaneously treated with pressure showed the highest
values in overall TPA parameters, possibly due to inter-
and intra-molecular  e-(y-glutamyl)lysine  cross-links
between egg proteins and myofibrillar proteins. This is con-
sistent with the conclusions of Muguruma et al. (2003) on
chicken sausages and with Tseng et al. (2000) who reported
that low salt chicken meat balls with TGase had more reg-
ular network structures and that higher levels of TGase
(1.0%) produced bigger, more complete gel clusters. Siu,
Ma, and Mine (2002) Chanyongvorakul, Matsumura,
Nonaka, Motoki, and Mori (1995) found large differences
in the organization of gel network structures between heat-
and TGase-induced gels (oat and soybean), with larger
clusters and thicker strands in the latter.

4. Conclusions

Microbial transglutaminase, in combination with high
pressure treatment, offers possibilities for cross-linking of
myofibrillar proteins with globular proteins, the latter not
usually being affected by the enzyme under atmospheric
pressure and, consequently, the binding properties, textural
parameters, microstructure and colour of low-fat and low-
salt chicken gels are enhanced. MTGase and pressure,
applied simultaneously, offer a means of synthesizing new
heterologous biopolymers valuable for the food industry.
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Abstract

The effects of simultaneous application of microbial transglutaminase (MTGase) and high pressure (HP) (500, 700 and 900 MPa/
40 °C/30 min), only pressure under the same conditions or heat (75 °C/30 min) were investigated on chicken batters with the addition
of egg components and without phosphates. MTGase gels (700 and 900 MPa) showed marked increases in textural parameters compared
to gels without enzyme (NE) or those obtained by heat. The addition of enzyme did not show differences between gels obtained at
700-900 MPa; however, gels obtained at 500 MPa were darker and more reddish than those obtained by heat. MTGase gels were more
homogeneous and compact. Thermal analysis revealed that pressure levels above 700 MPa caused as much denaturing as did heat. The
microstructure and texture of MTGase gels suggest that a higher amount and heterogeneity of crosslinks was produced when meat and
egg proteins were treated in the presence of MTGase under specific conditions of pressure.

© 2007 Elsevier Ltd. All rights reserved.

Keywords: Microbial transglutaminase; High pressure; Chicken meat; Egg components; Gelation

1. Introduction

The growing consumer demand for healthier products
has stimulated the development of low-fat meats and meat
products, which include some factors associated with raw
materials, reformulation of products and technological
processes. Consumer demand for processed poultry meat
has increased, due to its low-fat content; however, sausages
made from chicken meat do not provide desirable gel
strength and the use of additives traditionally employed
in the meat industry, such as salt and phosphates, is being
reduced for health reasons.

Sodium chloride plays a key role in the solubility of
myofibrillar proteins required for subsequent denaturation
and aggregation to give proper water—fat retention and
acceptable textural properties of meat gels. Phosphates

" Corresponding author. Tel.: +34 93 5814112; fax: +34 93 5811494,
E-mail addresses: pilitres@yahoo.com (P. Trespalacios), reyes.
pla@uab.cat (R. Pla).
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act on muscle proteins by increasing pH and ionic strength,
which augment the solubility of myofibrillar proteins
through actomyosin dissociation and depolymerization of
thick and thin filaments. Partial replacement of NaCl by
phosphates in low sodium formulations has been effectively
used in the meat industry, reducing the negative effect of
lower salt levels and improving sensorial and technological
properties (Fernandez Martin, Cofrades, Carballo, & Jimé-
nez-Colmenero, 2002). Phosphate usage is limited to 0.5%
in countries such as the USA and Canada and totally pro-
hibited in Germany for meat products. This limitation is
mainly imposed to restrict water addition; however, a level
above 0.5% can also cause off-flavours, reported by con-
sumers as metallic and soapy flavours (Barbut, 2002).

In recent years, high pressure (HP) has been increasingly
investigated as a method of altering the functional proper-
ties of macromolecules and is a powerful tool for the study
of proteins and modulation of enzymatic activity
(Mozhaev, Heremans, Frank, Masson, & Balny, 1996).
This process causes a series of physicochemical changes


mailto:pilitres@yahoo.com
mailto:reyes.pla@uab.cat
mailto:pla@uab.cat 

P. Trespalacios, R. Pla/ Food Chemistry 104 (2007) 17181727 1719

in meat proteins, from solubility to aggregation, depending
on processing conditions and system characteristics (Chap-
leau, Mangavel, Compoint, & de Lamballerie-Anton,
2004), improving meat binding properties and partially
compensating for NaCl reduction (de Lamballerie-Anton,
Taylor, & Culioli, 2002, Chap. 16). Several studies have
demonstrated that meat gels obtained by HP are generally
softer than are heat-induced gels (Jiménez Colmenero,
2002), so, some non-meat proteins or hydrocolloids have
been added to increase the gel strength.

On the other hand, the enzyme transglutaminase
(TGase; EC 2.3.2.13) can catalyse the formation of intra
and inter molecular e-(y-glutamyl)lysine crosslinks between
food proteins, which have unique effects on protein
properties, gelation capability, thermal stability and
water-holding capacity (Kuraishi, Yamazaki, & Susa,
2001), depending on the macromolecular structure of each
substrate. Nonaka, Ito, Sawa, Motoki, and Nio (1997) and
Lauber, Noack, Klostermeyer, and Henle (2001) found
that MTGase was capable to create crosslinks under pres-
sure and Lee and Park (2002) observed that a 60% of initial
MTGase activity was maintained, even after pressurization
at 600 MPa/60 min, indicating that the enzyme was pres-
sure-resistant.

Dried egg white has been used as a fat substitute due to
the elevated crude protein concentration, the higher gel
strength and its ability to stabilize batters. However, oval-
bumin has proved to be a poor substrate for MTGase
because of its compact structure (Sakamoto, Kumazawa,
& Motoki, 1994) but egg yolk is a better one. As for
heat-denaturation, HP induces changes in egg white func-
tionality, such as foaming and gelling, and affects the struc-
tural properties. Smith, Galazka, Wellner, and Sumner
(2000) observed irreversible changes in the B structure of
the protein above 400 MPa consistent with previous
reports about the o-helix of the ovalbumin, which was
reduced slightly by HP treatment. The pressure causes
the protein hydrophobic core to become more exposed
and thus more readily available for the MTGase action.

In a previous study (Trespalacios & Pla, 2007), custom-
ary levels (0.3%) of sodium tripolyphosphates and NaCl
(1.5%) were used to obtain low-fat and low-salt chicken
gels. Synergistic effects on texture and expressible moisture
were observed when HP and MTGase were applied simul-
taneously; therefore the possibility of reducing, even more,
the salt content and eliminating the phosphates was
considered.

There are few studies regarding low-fat and low-salt
meat gels without phosphates produced by HP or with
MTGase at atmospheric pressure; moreover, there are no
reports on the application of HP and MTGase combined
on meat systems. However, it is necessary to thoroughly
investigate the simultaneous application of MTGase and
HP, at higher levels of pressure, on meat products to better
understand the mechanism involved. The objective of this
study was to evaluate the simultaneous effects of MTGase
and HP (500, 700 and 900 MPa) on chicken meat and egg

batters without phosphates and with a low content of
sodium chloride.

2. Materials and methods
2.1. Materials

Fresh chicken legs and eggs were purchased from a local
market (Corporacion Alimentaria Guissona, S.A., Guis-
sona, Spain). Dehydrated egg white was kindly supplied
by Degussa Texturant Systems (Barcelona, Spain) and
Transglutaminase Activa® WM (Ajinomoto Co. Inc.,
Tokyo, Japan) by Impex Quimica, S.A. (Barcelona, Spain).
The commercial product contains 99% maltodextrins and
1% MTGase with an activity of 100 units/g. According to
Ajinomoto’s specifications, one unit is the amount of the
enzyme that catalyses the formation of 1 pmol of hydroxa-
mic acid/min at 37 °C. In the present study, the enzyme
concentration is reported as the commercial product con-
centration and referred to as % MTGase. Nojax® cellulose
casing (22 mm diameter) and polyvinylidene casing (55 mm
diameter) were obtained from Viskase Companies, Inc.
(Willowbrook, USA) and Krehalon Industrie B.V. (Deven-
ter, Holland). All chemicals for the proximate analysis, pH
and microstructure were from Panreac Quimica, S.A. (Bar-
celona, Spain).

2.2. Preparation of low-fat and low-salt chicken gels

Skinless, boneless chicken leg (thigh and drumsticks)
meat was trimmed to remove visible fat and connective tis-
sue, ground twice through 6 and 3 mm plates in a mincer
Mod. PC-22 (Sammic, S.L., Azpeitia, Spain), then mixed
with NaCl (1.0% w/w total formulation) and left to stand
for 18 h at 4 °C. The mixture was homogenized with 10%
fresh egg yolk, 10% dehydrated egg white and cold water
(30%) in a homogenizer Mod. UMC 5 (Stephan Machinery
GmbH & Co., Hameln, Germany) at 1800 rpm for 12 min
in 80% vacuum. The final temperature of the batters never
exceeded 12 °C. Samples with enzyme were treated with
0.3% w/w of the commercial MTGase preparation. Imme-
diately after this, the batters were stuffed into cellulose or
polyvinylidene casings by means of a sausage filler Mod.
TWEF-6 (Dick GmbH, Deizisau, Germany). The samples
were vacuum-packaged in a Cryovac Corace Packaging
VS 26 (Cryovac Europe, Kriens, Switzerland) before treat-
ments. Batters with MTGase were treated no later than
10 min after enzyme was added. Samples without enzyme
were processed under the same conditions.

2.3. High pressure and thermal treatments

A discontinuous high pressure pilot unit “Food-Lab”
Food Processor Model S-FL-850-9W (Stansted Fluid
Power, Ltd., Essex, UK) was used for processing at 500,
700 and 900 MPa at 40 °C for 30 min. The times needed
to achieve the pressure treatment were 120, 170 and
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285 s, respectively, and the decompression time was from
30 to 60 s. The pressure chamber and the water inside were
held at 40 °C by circulating hot water through a coil
around the walls of this chamber. Finally, all samples were
heated in a water bath to assure an internal temperature of
75 °C for 5 min, in order to inactivate the added enzyme,
and then cooled in water. For the heat treatment, samples
were heated at 75 °C for 30 min in a water bath and then
cooled (Thermometer 638 Pt, Crison Instruments, S.A.,
Barcelona, Spain). Samples without enzyme were treated
under the same pressure and heat inactivation conditions.
All treated samples were stored at 4 °C prior to their anal-
ysis. These experiments were performed twice.

2.4. Yield determination

Gel samples were tempered to 20 °C and removed from
the casing, blotted dry with a paper towel and weighed for
yield determination, which was expressed as a percentage
by calculating as the weight of sample treated by heat or
pressure divided by the weight of the non-treated sample.

2.5. Proximate analysis and pH

Moisture, ash and total nitrogen of raw meat, batters
and treated samples were quantified in triplicate (Associa-
tion of Official Analytical Chemists, 1990, Chap. 39). Fat
content was estimated by difference. A conversion factor
of 6.25 was used for protein content. The pH was
measured in triplicate on a homogenate of 5 g of sample
in 50 ml distilled water at 20 °C, using a portable pHme-
ter Mod. 507-05 (Crison Instruments, S.A., Barcelona,
Spain).

2.6. Expressible moisture

Coarsely chopped sample (ca. 1.5 g) (W), wrapped with
a Whatman No. 1 filter paper, was placed in a centrifuge
tube and submitted to 4000g for 10 min at 20 °C in a cen-
trifuge Mod. J221 (Beckman Coulter, Inc., Fullertone,
USA) and then weighed (). This determination was car-
ried out in quadruplicate. Expressible moisture (£,,) was
expressed as the ratio of moisture lost after centrifugation
to the initial gel sample weight:

Em = (Wi — W¢/W:)100

2.7. Instrumental colour analysis

The colour of gels was measured using a portable spec-
trocolorimeter Model 45/0 L Mini Scan XE™ (Hunter
Associates Laboratory, Inc., Reston, USA) and expressed
as L (lightness), a* (redness), and b* (yellowness). Six
cylindrical replicates (55 mm diameter) were cut to mea-
sure the internal colour. Measurements were done with
reference to the illuminant Few and the 10° standard
observer.

2.8. Instrumental texture analysis

The textural characteristics of gels (22 mm diameter)
were analysed according to the texture profile analysis
(TPA) and cutting force using a TA-XT2 Texture Analyser
(Stable Micro Systems, Haslemere, UK) with a 25 kg load
cell (£1 g). Six cylindrical replicates were cut (20 mm
height) and axially compressed twice to 40% of their origi-
nal height at a crosshead speed of 1 mm/s with an alumin-
ium compression plate P50 (5 cm diameter). Cutting force
was measured with a probe HDP/BSK in six cylindrical
replicates.

2.9. Confocal scanning laser microscopy

A confocal scanning laser microscope Leica DM IRE 2
(Leica Microsystems, Heidelberg, Germany) was used to
observe the microstructure of gels. Gels were cut in slices
of 0.5-1.0 mm and soaked in a 0.1% aqueous acridine
orange solution (Panreac, Barcelona, Spain) mixed with
an equal volume of 1% acetic acid for 5 min to stain the
gels. After rinsing and draining, sections were mounted in
a non-fluorescent observation media between two glass
slides. The images were obtained with a 10X objective with
aperture 0.4. Samples were excited at 568 nm with a Kr/Ar
laser.

2.10. Thermal analysis

The chicken meat, egg yolk and untreated batter were
subjected to differential scanning calorimetry (DSC). The
dried egg white and lyophilized gels (10-15mg) were
scanned after dialyzing against deionized water at 4 °C
for 24 h and temperature of 20 °C. DSC was performed
on a Mettler Toledo Module Type DSC 821./700 (Mettler
Toledo GmbH, Germany). Samples were weighed in alu-
minium pans (40 pl) and then sealed with a crimper. Deion-
ized water was used as reference. For temperature (7) and
enthalphy (AH) calibration, two standards were used: gal-
lium (7=29.8°C, AH=8022J/g) and indium
(T'=156.6 °C, AH =28.46J/g). The heating conditions
of samples were in the range 20-100 °C, at a heating rate
of 10 °C/min, except for chicken meat samples, which were
in the range 20-90 °C (Kijowski & Mast, 1988). The Star®
System V 6.1 software was used to obtain the plots of heat
flow versus temperature and to calculate the temperature of
extrapolated onset (7,), temperature of maximum transi-
tion (7T,,) and AH of at least three replicates.

2.11. Statistical analysis

Data were analysed using the General Linear Model
Procedure of The SAS® System for Windows V 8 (SAS
Institute Inc., Cary, USA). Level of significance was set
for P < 0.05. Differences between variables and treatments
were determined using a studentized maximum modulus
(GT2) test.
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3. Results and discussion
3.1. Proximate analysis and pH

Proximate analyses and pH of raw chicken leg meat,
batters and gels are shown in Table 1. These results agree
with the study on variations in muscle composition of
broilers of Xiong, Cantor, Pescatore, Blanchard, and Straw
(1993). A low level of lipids was expected since external fat
was trimmed off from the meat before mincing, which
agrees with Lan et al. (1995) who found less than 4% of lip-
ids in broiler’s breast and thigh muscles. An increase in the
pH of batters was due to egg white addition.

3.2. Yield and expressible moisture

As shown in Fig. 1, gels without MTGase obtained by
pressure (NE) and gels obtained by heat had higher yield
values (99-99.8% and 97.7%, respectively) than had gels
with MTGase and pressure (94.2-95.4%). Heat generates
structures mainly stabilized by disulfide bonds and hydro-
phobic interactions, while HP promotes hydrogen bonds,
which gives better hydration properties than does heat
(Angsupanich, Edde, & Ledward, 1999).

Poultry sausages pressurized at 500 MPa for 30 min at
50, 60, 70 or 75°C, presented lower cooking loss than
did those treated at 75 °C for 30 min (Yuste, Mor-Mur,
Capellas, Guamis, & Pla, 1999). Fernandez Martin et al.
(2002) showed that pressurization (400 MPa/70 °C/
30 min) of pork batters produced a partial denaturation
and both salt-soluble and -insoluble proteins remained
native after the treatment.

Enzyme addition increased the expressible moisture. For
identical pressure, NE gels showed lower values than did
MTGase gels. MTGase gels, obtained at 500 MPa, showed
the highest values and were unlike those reported in our
previous study (Trespalacios & Pla, 2007) where we found
a lower expressible moisture in the pressure MTGase gel,
showing a synergistic effect of enzyme and pressure when
applied simultaneously. The NaCl reduction from 1.5%
to 1.0% and the absence of phosphates in this study
decreased the ionic strength and consequently the water-
holding properties. However, the expressible moisture
was favourably reduced in MTGase gels obtained at 700
and 900 MPa.

Although MTGase gels had lower yield values than had
NE or heat gels, they were higher than those reported in

Table 1

EM Yield
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30 + | 98
25 +
20 + - 96
15 1 - 94
10 +
5| 192
0 : : : : : : 90
X, Q Q \}
NP A ((/q@ L & P
< < < efz? efz? sz?
& & &
A\ A\ A\

|——I—— Expressible moisture % —e— Yield %

Fig. 1. Expressible moisture (EM) and yield (Y) of chicken meat and egg
gels without phosphates; obtained by heat (75 °C/30 min), by pressure
(NE) (500 MPa, 700 MPa or 900 MPa) and by pressure and microbial
transglutaminase (0.3%) (MTGase).

low-salt chicken meatballs with pig plasma TGase (0.4
1%) and phosphates (Tseng, Liu, & Chen, 2000) and those
of chicken doner kebab with MTGase and sodium casei-
nate (Kilic, 2003). Pietrasik (2003) reported similar results
in beef gels with egg white and phosphates in cooked sam-
ples with MTGase.

The results of MTGase addition to meat products at
atmospheric pressure have been contradictory. Pietrasik
(2003) found that the addition of 0.5% MTGase to beef
homogenates decreased the binding properties of gels with
egg white and Lee and Park (2003) observed a slight reduc-
tion in water-holding of restructured meat with MTGase;
however, in cooked pork gels, the increase of NaCl (0-
2%) produced gels with better binding properties (Pietrasik
& Li-Chan, 2002b). Other studies revealed no significant
effect of MTGase (Hammer, 1998; Pietrasik & Li-Chan,
2002a). It is possible that these differences between authors
were due to the temperature applied.

Reports concerning the effect of egg proteins on hydra-
tion properties of meat gels obtained by heat at atmo-
spheric pressure have also been inconsistent; however,
when pressure (400 MPa) was applied at 70 °C, the addi-
tion of egg white increased the water-binding of chicken
meat batters (Fernandez, Cofrades, Solas, Carballo, &
Jiménez Colmenero, 1998). There are no studies about
the effect of egg proteins mixed with meat proteins at pres-
sure levels above 400 MPa.

Proximate analysis and pH of raw chicken meat, chicken meat and egg batters and gels obtained by pressure: without enzyme (NE) and with microbial

transglutaminase (MTGase) (0.3%)

Sample Moisture (%) Ash (%) Protein (%) Fat (%) pH

Raw chicken meat 74.16 +0.72 a 1.10 £ 0.00 b 208+ 1.40b 3.98 6.38
Chicken and egg batters 72.56 £0.19 b 2.124+0.01 a 21.14+0.78 a 4.26 6.66
NE gels 71.02 +0.00 b 2.17+0.01 b 19.3+0.63 ¢ 7.59 6.82
MTGase gels 68.70 £0.14 ¢ 2.09+0.02 a 20.5+0.86 a 8.71 6.81

Different letters in the same column indicate significant differences (P < 0.05).
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Recent studies have shown that the most pronounced
changes in ovalbumin are observed in the pressure range
400-700 MPa, such as an increase in surface hydrophobic-
ity, exposed SH content and susceptibility to enzymatic
hydrolysis, while protein solubility, total SH content, dena-
turation enthalpy and trypsin inhibitory activity all
decrease (Van der Plancken, Van Loey, & Hendrickx,
2005a).

We consider that HP at 500 MPa allows MTGase to
establish intermolecular crosslinks between ovalbumin
and myosin. In our study, the gels obtained at 700 and
900 MPa had better water-binding properties than had
those obtained at 500 MPa. The higher expressible mois-
ture at 500 MPa (approx 7%) could be explained by an
incomplete network structure between egg and meat pro-
teins, surrounded by non-incorporated liquid. A similar
pattern was obtained for the NE pressurized samples
(approx 4%).

3.3. Colour

The NE and MTGase samples pressurized at 700 and
900 MPa showed similar L* values. All samples treated at
500 MPa were darker than were those treated at
700 MPa, 900 MPa and the heat-treated samples (Table
2). This shows that lightening depends mainly on the pres-
sure applied, not on the enzyme. There were no differences
in redness or yellowness in NE and MTGase samples trea-
ted at 700 and 900 MPa but MTGase samples, treated at
500 MPa, showed the highest ¢* and b" values, while pres-
surized samples kept the redness better than did heated
ones.

It is well known that myoglobin is responsible for the
intensity of muscle colour and that the application of
HP, even at 5-10 °C, induces drastic changes. The discolor-
ation through pressure-processing may result from a “whit-
ening” effect in the range 200-350 MPa, due to globin
denaturation and/or to heme displacement or release, and
to the oxidation of ferrous myoglobin to ferric metmyoglo-
bin above 400 MPa (Cheftel & Culioli, 1997). Jung, Ghoul,
and de Lamballerie-Anton (2003) found that, in beef meat,
the pressure intensity is more significant than is the holding
time for redness, total colour difference and metmyoglobin

Table 2

content and that pressure above 300 MPa induces changes
in colour parameters, such as a decrease of the total colour
difference.

There are no references about the effect of MTGase on
meat colour when it is applied simultaneously with HP;
however, some studies have been conducted at atmo-
spheric pressure. Tseng et al. (2000) found that addition
of 1% pig plasma TGase did not produce significant dif-
ferences in the colour of low-salt chicken meat balls
cooked at 71 °C. Kilic (2003) reported non-significant dif-
ferences between samples of doner kebab treated with
MTGase and sodium caseinate and Lee and Park (2003)
observed no changes in restructured meat. Nevertheless,
we found an increase in yellowness of MTGase samples
treated at 500 MPa, which agrees with Pietrasik (2003),
who reported that, while the enzyme addition (0.5%)
had no significant influence on the L* and «" values of
beef gels processed by heat, the presence of egg white
increased the b" parameter.

3.4. Textural properties

Pressured MTGase gels were the hardest and presented
the highest chewiness and cutting force of all; moreover,
there were no significant differences between gels obtained
at 700 and 900 MPa, which registered the highest values.
MTGase samples, treated at 700 and 900 MPa, were the
most cohesive and resistant to cutting. All gels (NE and
MTGase) obtained at 500 MPa had the lowest cohesiveness
(Table 3).

In a previous study, pressure treatments at 500 MPa in
the presence of MTGase produced more protein crosslinks
than did MTGase at 0.1 MPa (Trespalacios & Pla, 2007).
Our results suggest that higher pressure levels applied on
meat and egg proteins in the presence of MTGase induced
a larger number of intra and inter molecular e-(y-glut-
amyl)lysine bonds. It seems that the increase in hardness,
chewiness, and cohesiveness is due to the formation of a
heterologous complex. Pressurization (300 MPa), prior to
setting of turkey pastes with MTGase, induced gelation
at 40 or 50 °C but not at 4 °C (Ashie & Lanier, 1999).
Chapleau et al. (2004) did not find changes in the second-
ary structure of myofibrillar proteins after processing from

Hunter Lab values of chicken meat and egg gels without phosphates; obtained by heat (75 °C/30 min), by pressure (NE) (500 MPa, 700 MPa or 900 MPa)

and by pressure and microbial transglutaminase (0.3%) (MTGase)

Sample Pressure (MPa) Temperature (°C) L a’ b

Heat 0.1 75 77.09+0.33 b 2.64+0.04d 1496 £0.16 b
NE 500 40 7235+ 045¢ 420+0.27b 15244+ 0.15b
NE 700 40 76.91 +0.62 b 322+024c¢ 13.58 £0.13 ¢
NE 900 40 78.08 £ 0.35 a 3.16 £0.06 ¢ 13.49 £0.08 ¢
MTGase 500 40 74.77+0.28 ¢ 5.144+031a 16.56 £0.11 a
MTGase 700 40 78.22+0.15a 325+0.02¢ 1539+£0.15b
MTGase 900 40 78.07+0.17 a 321+0.04 ¢ 1531 £0.08 b

L" = Lightness, ¢" = Redness, b" = Yellowness.
Different letters in the same column indicate significant differences (P < 0.05).
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Table 3

Textural properties of chicken meat and egg gels without phosphates; obtained by heat (75 °C/30 min), by pressure (NE) (500 MPa, 700 MPa or 900 MPa)

and by pressure and microbial transglutaminase (0.3%) (MTGase)

Sample Pressure Temperature Hardness (N)  Springiness Cohesiveness Chewiness Cutting force
(MPa) (°C) (mm) (dimensionless) (N mm) (N)
Heat 0.1 75 36.05+0.59¢c 699+0.24b 0.538 + 0.00 cd 135.77 +4.09 ¢ 7.26 +0.11 be
NE 500 40 30.48+1.34d 7.40£0.20 ab 0.515+0.00 f 116.38 +5.88 d 5.82+043d
NE 700 40 36.70+241 ¢ 7.32+£0.19 ab 0.545+0.00 ¢ 146.63 +9.65 ¢ 6.03+0.19 ¢
NE 900 40 36.19+1.39¢ 7.25+0.13 ab 0.547+£0.00 ¢ 143.61 £3.25¢ 6.42+047c
MTGase 500 40 4463 +145b 7.57+021a 0.527+0.01 ¢ 178.02+4.68 b 798+ 1.19b
MTGase 700 40 5543 +4.05a 7.32+0.08 ab 0.573+£0.00 a 232.85+1639a 11.5+0.71a
MTGase 900 40 57.58+2.62a 7.32+0.14 ab 0.558 +0.00 b 235.504+9.29 a 11.4+£0.85a

Different letters in the same column indicate significant differences (P < 0.05).

50 to 600 MPa at 20 °C for 10 min; however, there was
aggregation at pressures above 300 MPa.

Ovalbumin is stable until 60 °C and remains fairly stable
when pressurized at 400 MPa for 30 min, which may be due
to the presence of a single disulfide bond (SS), four sulfhy-
dryl (SH) groups and strong non-covalent interactions
stabilizing the three dimensional structure (Galazka, Dick-
inson, & Ledward, 2000). HP induces structural changes on
native ovalbumin, exposing glutamyl and lysyl residues,
which may be buried inside its tertiary structure, making
them accessible to MTGase. However, the lower hardness
of gels obtained at 500 MPa suggests that the crosslinks
with myosin were insufficient, as a result of incomplete
ovalbumin unfolding.

Recently, Menéndez, Rawel, Schwarzenbolz, and Henle
(2006) found a 50% MTGase residual activity after 12 min
at 600 MPa/40 °C, caused by the destruction of a-helix ele-
ments; nevertheless, at atmospheric pressure, the inactiva-
tion is achieved after 2 min at 80 °C. Consequently, the
notable differences found in hardness and chewiness,
between NE and MTGase gels obtained at 700 MPa, indi-
cate that certain enzymatic activity remains at that
pressure.

NE gels obtained by HP showed a pattern of texture
parameters similar to those with MTGase and pressure
(but to a lower extent). In this study, the NE samples trea-
ted at 500 MPa were the softest and showed the lowest val-
ues for chewiness and cutting force of all samples.
However, the NE samples treated at 700 or 900 MPa
showed similar values of hardness and chewiness to those
treated by heat, indicating that these pressure levels pro-
duce a complete gel formation of egg and myofibrillar pro-
teins. It is important to consider that the enzyme
inactivation (75 °C/5 min) applied in the process may have
consequences for the textural parameters. All pressurized
samples (NE and MTGase) had more springiness than
had heated ones and those produced at 500 MPa showed
the highest values. Van der Plancken, Van Loey, and
Hendrickx (2005b) observed a decrease in total SH content
in ovalbumin treated under severe conditions (above 70 °C
at 0.1 MPa or between 500 and 600 MPa, depending on the
temperature). The high degree of exposure of sulfhydryl
groups, and subsequent oxidation and sulfhydryl-disulfide

bond exchange reactions, resulted in soluble aggregates,
which explains why pressure-induced egg white gels are
softer and more elastic than are heat-induced ones.

Several authors have studied the effect of TGase on the
texture of different materials treated by heat at 0.1 MPa.
Meat products, such as low-salt chicken meat-balls (Tseng
et al., 2000), chicken doner kebab (Kilic, 2003) or chicken
sausages (Muguruma et al.,, 2003) increased the gel
strength. Beef gels exhibited higher hardness, springiness
and chewiness when they were treated with TGase; further-
more, the cohesiveness was increased only in samples con-
taining egg albumen (Pietrasik, 2003). MTGase favourably
increased hardness and chewiness of pork gels. This incre-
ment was bigger for the higher-salt gels and significant lin-
ear effects were observed for enzyme concentration (0-
0.6%) on hardness and springiness (Pietrasik & Li-Chan,
2002b; Pietrasik & Jarmoluk, 2003). Recently, Kiitemeyer,
Froeck, Werlein, and Watkinson (2005) demonstrated that
the addition of monovalent ions increased the enzymatic
activity and the thermal stability of MTGase. The results
confirmed that NaCl and KCI had a synergistic effect on
the activity, while bivalent ions had only a slight influence
(MgCl,) or reduced the activity and thermal stability of the
enzyme (CaCl,).

3.5. Microstructure

Confocal microphotographs of pressurized samples,
with and without MTGase, are shown in Fig. 2. MTGase
gels had a more uniform network structure, which corre-
lates with the firmest texture observed. The NE gels
obtained at 500 MPa were coarser, with a loose appear-
ance, and were the most fragile and soft of all. In pressure
gels, pore size was greater in NE than in MTGase gels and
the pressure intensity caused changes in the gel characteris-
tics. MTGase gels obtained at 700 and 900 MPa showed a
more compact structure and smaller pore diameter, with
lower expressible moisture than had gels obtained at
500 MPa.

Tseng et al. (2000) and Muguruma et al. (2003) reported
that low-salt chicken meat balls and chicken sausages with
TGase at atmospheric pressure, had more regular network
structures. In a previous study, in pressure meat gels with
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Fig. 2. Microstructure of low-fat and low-salt chicken gels without phosphates: heat gels obtained at 75 °C/30 min (a) or pressure gels (NE) obtained at
500 MPa (b), 700 MPa (c) or 900 MPa (d) and pressure and MTGase gels (MTGase) obtained at 500 MPa (e), 700 MPa (f) or 900 MPa (g). Bar = 200 um.

phosphates, we also found a more compact and homoge-
neous structure when MTGase was included in the formu-
lation (Trespalacios & Pla, 2007).

3.6. DSC

Differential scanning calorimetry was used to clarify the
role of heat or pressure-induced gelation on texture forma-
tion of processed meat products. The thermograms of the
raw materials used in the chicken meat batter, egg white
and egg yolk (Fig. 3) show several peaks of T},. The first
and last transitions for chicken leg muscle at 59.5 and
84.2 °C were due to myosin and actin and the intermediate

peaks are mainly due to sarcoplasmic proteins and connec-
tive tissue at 63.4, 65.2 and 68.8 °C with a total AH of
14.08 J/g. These results agree with Kijowski and Mast
(1988) who reported that thigh chicken meat exhibited
three major transitions at 59.6, 65.6 and 75.8 °C. The spe-
cific transition temperature depends mainly on muscle type
and pH.

The dried egg white showed two main peaks, at 65.8 and
83.16 °C, corresponding to conalbumin and ovalbumin,
respectively. The thermogram of fresh egg yolk showed
two transitions at 42.1 and 92.4 °C and two endothermic
peaks at 28.1 and 84.5 °C; however, when it was lyophi-
lized, only two peaks at 64.2 and 83.2 °C were observed
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Fig. 3. Thermograms of raw materials and batter: (A) Egg yolk, (B) Chicken meat, (C) Batter before treatments, (D) Egg white.

(curve not shown). Although the chicken batters were
inherently complex, they gave characteristic thermograms,
which are interpreted in terms of thermal denaturation of
the major proteins, with two main peaks at 60.2 and
82.8°C and total AH of 11.48J/g (35-95°C, spline
baseline).

The heat gel exhibited an almost complete protein dena-
turation (97.0%) but an endothermic peak at 84.0 °C was
observed, with a minimal enthalphy of 0.34 J/g, possibly

due to the residual ovalbumin that presented a higher ther-
mal stability. When HP was applied (Fig. 4), NE gels
obtained at 500 MPa gave a total AH of 4.14 J/g (63.9%
of denaturation) with two peaks at 78.1 and 83.4 °C, but
MTGase gels showed a transition at 67.5 °C and an endo-
thermic peak at 83.5 °C with a total AH of 1.26 J/g (88.5%
of denaturation) (range 66-90 °C, spline baseline). There
were no differences in T, corresponding to egg proteins
between NE and MTGase gels, but the MTGase addition

50 55 60 65 70

75 80 85 90 95 °C

Fig. 4. DSC normalized (dry matter) profiles of chicken meat and egg gels without phosphates; obtained by pressure at 500 MPa: (A) with microbial

transglutaminase (0.3%); (B) without enzyme added.
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induced an enthalphy difference of near to 70% between
them at 500 MPa. This decrease suggests a higher protein
denaturation, due mainly to the unfolded ovalbumin,
which requires less heat energy to denature completely
and to form a larger complex between the myofibrillar
and egg proteins mediated by MTGase. It has been
reported that application of pressure at non-denaturing
temperatures caused some changes of protein conforma-
tion, increasing exposure of hydrophobic residues, which
favoured protein—protein aggregation interaction and a
subsequent heating led to the formation of stronger gel
structures (Carballo, Cofrades, Fernandez Martin, & Jimé-
nez Colmenero, 2001).

NE and MTGase gels obtained at 700 and 900 MPa
gave similar patterns, with loss of 1.0J/g (more than
91.3% of denaturation) in both cases, suggesting that
treatments at these pressure levels were almost as denatur-
ing as was heat treatment. Hayakawa, Linko, and Linko
(1996) showed that pressurization of ovalbumin to more
than 400 MPa for 15 min induced a protein denaturation
dissimilar to that resulting from heating at 80 °C for
10 min; however, denaturation by pressure up to
1000 MPa was found to be more severe than thermal
denaturation. Van der Plancken et al. (2005a) reported
that no residual denaturation enthalpy could be observed
after 20 min at 700 MPa over a temperature range of 10—
60 °C.

4. Conclusions

Simultaneous application of MTGase and HP at 40 °C
on chicken meat batters with egg proteins, with reduced
content of salt and without phosphates, produced gels with
substantially more enhanced textural properties than sam-
ples subjected only to pressure or those obtained by tradi-
tional heat treatment.

The gel obtained at 500 MPa was the most fragile and
soft of all. At higher pressures (700-900 MPa), the hard-
ness values were comparable to heat-treated (75°C/
30 min) gels, but these were still softer than those with
MTGase and pressure. The increase in cutting force, hard-
ness and chewiness of gels suggests that a heterologous
complex of meat and egg proteins was formed when HP
processing and MTGase were combined. Although the
enzyme and higher pressure at 700 and 900 MPa consider-
ably improved the yield, colour and texture, there were no
differences between the two pressure levels. Thermal analy-
sis showed that pressure levels above 700 MPa were as
denaturing as was heat treatment; at 500 MPa, 63.9 and
88.5% enthalpy reductions were observed in NE and MTG-
ase gels, respectively.

The synergistic effect of combining enzymatic crosslink-
ing with high pressure treatment at 700 MPa is of interest
for food manufacturers, in order to generate high quality
products, which exhibit many desirable characteristics that
satisfy the consumer’s demands, such as low-fat, low-
sodium content, phosphate-free and improved sensorial

attributes, while assuring the nutritive value and microbio-
logical safety.
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V. DISCUSION DE RESULTADOS






Discusion de resultados

La discusion de los resultados se realiza considerando el efecto de cada una
de las variables de los experimentos en las caracteristicas fisicoquimicas y los
atributos de los geles, como son: la composicién quimica, el pH, las pérdidas
durante el procesamiento y las propiedades ligantes, el color, la textura y la
microestructura, asi como el comportamiento térmico de las materias primas y de

los geles obtenidos.

1. Composicién quimica y pH

Como uno de los principales objetivos fue el de rentabilizar los productos
avicolas infravalorados por la industria, se utilizaron piernas de pollo a pesar de
que el musculo rojo de ave presenta mayores desventajas tecnoldgicas que la
carne blanca como son: menor capacidad de retencion de agua, color mas

oscuro, mayor contenido de grasa y oxidacion de lipidos.

La adicion de albumen como sustituto de grasa incrementd notablemente el
contenido proteico (47.2% para las pastas con 10% de albumen y 100% para las
pastas con 20% de albumen). La incorporacion de yema incremento el contenido
de lipidos de 6.8% a 8.7%, que aporté mayor palatabilidad, mejor emulsificacion y
manejo adecuado de la pasta durante el mezclado y embutido. El pH de la pasta
aumentoé debido a la presencia del albumen, lo cual repercutié favorablemente en

las propiedades ligantes de los geles.

La composicion quimica de los geles adicionados con MTGasa, sin fosfatos
y obtenidos por alta presién (700 MPa a 40 °C durante 30 min), tuvieron 68.7% de
humedad, 20.5% de proteinas, 8.7% de grasa y 2.1% de cenizas. Esto cumple

con uno de los requisitos de este trabajo de tesis.

2. Pérdidas durante el procesamiento y capacidad de retencién de agua

Las pérdidas debidas al proceso fueron minimas en ambos tratamientos de
presion o calor. Los geles con albumen mostraron un rendimiento entre 99.5 y
99.9%, sin embargo, los geles sin albumen obtenidos por calor tuvieron un

rendimiento de 96.4% y los obtenidos por presion oscilaron entre 95.1 y 97.3%.
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Entre estos ultimos, los obtenidos a 500 MPa a 40 °C tuvieron mas alto
rendimiento que los de 60 °C a la misma presion y que los obtenidos a 400 MPa a
ambas temperaturas, e inclusive mas que los obtenidos por calor (Articulo 1,
Tabla 2). Esto es debido a que hay un parcial desdoblamiento de las proteinas
miofibrilares, lo cual ocurre a mas bajas temperaturas cuando estan sometidas a

presion, mostrando un efecto antagdnico entre ambos parametros.

La presencia de albumen (10 y 20%) en los geles obtenidos por calor
incrementd de manera notable la capacidad de retencion de agua (11 y 13.6%,

respectivamente).

Existen resultados contradictorios acerca del efecto del albumen en las
propiedades de hidrataciéon y textura de los productos carnicos. Algunos
investigadores opinan que las proteinas del albumen ayudan a estabilizar las
emulsiones carnicas y contribuyen a la formacién de una red proteica que mejora
las propiedades ligantes (Fisher, 1994), sin embargo hay autores que consideran
que el albumen no tiene ningun efecto positivo debido a que no participa en la
estructura proteica y produce geles mas suaves y con peores propiedades de
retencidn de agua (Hammer, 1992). No hay datos en la bibliografia sobre mezclas
de carne y albumen tratadas a presiones superiores a 400 MPa y, por debajo de
esta presion, las discrepancias encontradas se deben principalmente a las

condiciones de temperatura y presion utilizadas en los diferentes estudios.

La adicion de 0.3% de MTGasa disminuyé notablemente las pérdidas de
agua tanto en los geles obtenidos a 20 como a 40 °C a presion atmosférica, en
15% y 23% respectivamente, en relacion con los geles que no contenian la
enzima (Articulo 2, Tabla 1). Los geles obtenidos a 500 MPa/40 °C tuvieron
menores pérdidas de agua con la enzima (19.1%) que sin la enzima (24.2%) o
que aquellos que si llevaban enzima y fueron obtenidos a 40 °C bajo presion
atmosfeérica (32.5%). Por lo tanto, se observé un claro efecto sinérgico cuando la
acciéon de la enzima se desarrolla bajo condiciones de presién. Asimismo, estos
resultados demuestran que la enzima mantiene su actividad aun a 500 MPa. La
formacion de enlaces cruzados intra e intermoleculares produjo geles con mejor
capacidad de retencidén de agua, a pesar de la reduccion del contenido de NaCl a

1% (Articulo 2). A presidn atmosférica, los datos disponibles sobre el efecto de la
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adicion de la enzima en las propiedades ligantes de los productos carnicos son

divergentes.

En los geles sin fosfatos y con 1% de NaCl se obtuvieron rendimientos
diferentes, los geles de presién a 40 °C tuvieron un rendimiento mayor (99 a
99.8%) que los geles de calor a 75 °C (97.7%) y que los de presion con la enzima
(94.2 a 95.4%) (Articulo 3, Figura 1). Ello se debe a que el calor genera
estructuras estabilizadas principalmente por enlaces disulfuro e interacciones
hidrofobicas, mientras que la alta presién promueve los enlaces de hidrogeno, los
cuales proporcionan mejores propiedades de hidratacion. Los enlaces covalentes
cruzados formados entre las proteinas miofibrilares y las del albumen produjeron
geles mas firmes y compactos, de acuerdo a los datos de textura, pero con menor
espacio interno en la red como se observa en la microestructura, lo que pudo
provocar una menor retencion de agua. Sin embargo, nuestros resultados de
retencién de agua proporcionaron valores superiores a los publicados por otros

investigadores sobre el efecto de la transglutaminasa a presion atmosférica.

A 500 MPa hay una estructura de red incompleta entre la miosina y la
ovoalbumina de acuerdo con el analisis térmico y a presiones de 700 MPa se
produce una desnaturalizacidon similar a la producida por el tratamiento por calor.
Los geles con la enzima obtenidos a 700 y 900 MPa no mostraron diferencias
entre si, y tuvieron una menor pérdida de agua que la observada en los geles

obtenidos a 500 MPa, también con la enzima.

3. Color

En los resultados obtenidos en la primera etapa, se aprecié que el contenido
de albumen influye notablemente en la claridad de los geles obtenidos a 75 °C a
presion atmosférica, obteniéndose el valor mas alto de L* y mas bajo de a* para el
porcentaje mayor de albumen (20%). Sin embargo, en los geles de presion a 60
°C se observo el efecto contrario: los geles sin albumen mostraron valores de L*
mas elevados, tanto a 400 MPa como a 500 MPa, que los obtenidos en las
mismas condiciones pero con 20% de albumen. En cambio, a 40 °C no hubo
diferencias (Articulo 1, Tabla 2). La presencia de albumen en los geles de presion

origind un efecto protector sobre la desnaturalizacion de la mioglobina porque, a
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pesar de que su contenido es menor al aumentar el porcentaje de albumen al
20%, los geles presentaron valores de a* mas altos y fueron mas oscuros que los
que contenian mayor proporcidn de carne en las mismas condiciones de

tratamiento.

La intensidad de presién también tuvo efectos sobre la claridad de los geles,
la cual se vio incrementada al aumentar la presion, a la misma temperatura, pero
los valores de L* fueron menores que los detectados en los tratamientos por calor
para idéntica proporcion de albumen. En las pastas sin albumen, la aplicacion de
presion (500 MPa), tanto a 40 como a 60 °C, redujo drasticamente el color rojo, en

relacion con todos los demas geles, incluidos los de calor.

En la lll etapa de esta tesis, tanto la adicion de MTGasa y de yema de huevo
como la reduccion del contenido de sal (de 1.5 a 1.0%) dieron lugar a algunos

cambios en los parametros del color.

La presurizacién de las muestras con o sin la enzima mantuvo mas estable
los colores rojo y amarillo en relacion con las de calor, sin embargo, la claridad de
los geles de ambos tratamientos fue similar. La adicién de enzima provocé que los
geles obtenidos por presion (500 MPa/40 °C) fueran ligeramente mas claros y
menos amarillos pero no tuvo ningun efecto sobre el color rojo (Articulo 2, Tabla
2).

En todos los geles con o sin enzima, al eliminar fosfatos e incrementar la
presion a 700 y 900 MPa se observd que, en general, no hubo diferencias en los
parametros de color entre ambas presiones, pero si fueron diferentes a los de los
geles de 500 MPa, por lo que la claridad depende, a esas magnitudes, de la
intensidad de presion mas que de la presencia de enzima, posiblemente porque la
MTGasa es inactivada a presiones superiores a 700 MPa. Sin embargo, los geles
obtenidos a 500 MPa con MTGasa fueron los mas oscuros y mostraron los
valores mas altos de a* y b* (Articulo 3, Tabla 2). No existen referencias
bibliograficas acerca del efecto de la MTGasa y la alta presion en el color de la

carne o de productos carnicos.
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4. Textura

La adiciéon de albumen tuvo un efecto positivo en los geles obtenidos por
calor, se incrementd notablemente la dureza, la cohesividad, la masticabilidad, la
fuerza al corte y la fuerza de compresion de los geles, aunque disminuyé la
elasticidad. Lo anterior demuestra que las proteinas del albumen si interaccionan
con las proteinas miofibrilares y participan en la formacion de una red mas firme,
proporcionando mejores caracteristicas texturales a los geles, ademas de las
propiedades ligantes. También en los geles obtenidos por presion se vieron
mejoradas algunas de estas caracteristicas, sin embargo, fueron menos firmes y

cohesivos que los obtenidos por calor.

Mediante la metodologia de superficie de respuesta se observo que los tres
factores experimentales analizados (% de albumen, presion y temperatura)
influyeron en las variables de respuesta. Para la dureza, los factores mas
influyentes fueron la interaccion albumen-presiéon (P = 0.010) y la temperatura (P
= 0.043). En la fuerza al corte, influyé la elasticidad (P = 0.0029) y la interaccién
albumen-presion (P = 0.017), ademas de un término cuadratico para el albumen
(P = 0.032). En la fuerza de compresion, el factor principal fue el alboumen (P =
0.001).

Se establecieron los siguientes modelos ajustados y validados, con

coeficientes de determinacion (R?) de 98.2 %, 89.8% y 79.6% respectivamente:

= Dureza = exp {1.67869 — 0.403297 albumen — 0.592112 presion +
0.0249053 temperatura + 0.00852444 albumen * presion +
0.00268092 albumen * temperatura}

= Fuerza al corte = exp {1.13924 - 0.311761 albumen — 0.0440152
presion + 0.0472346 temperatura + 0.00481812 albumen® +
0.00521161 albumen * presion}

= Compresién = exp {-1.29009 + 0.0831681 albumen + 0.0495039
presion + 0.0256764 temperatura}

La adicién de 10 y 20% de albumen tuvo un efecto lineal a escala logaritmica

en los geles de presion sobre las tres variables dependientes.
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En los geles sin albumen se observo que la dureza y la resistencia al corte
disminuyeron al aumentar la presion. Este efecto ha sido observado por otros
investigadores en carne (Ma y Ledward, 2004), y en pollo (Zamri et al., 2006),
quienes también encontraron que a temperaturas mayores de 50 °C, la dureza
disminuye notablemente al aumentar la presién por encima de 200 MPa. Sin
embargo, a temperaturas entre 20 y 50 °C, la presion y la temperatura actuan de
forma sinérgica para incrementar la dureza del tejido muscular hasta 800 MPa,
con un mayor incremento entre 200 y 400 MPa. El significativo incremento de la
dureza a partir de los 200 o0 400 MPa se debe, posiblemente, al desdoblamiento
de las proteinas miofibrilares, en especial de la miosina, cuya compresién de los
filamentos gruesos en la linea Z del musculo esta relacionada con el incremento

de la dureza en los tratamientos por alta presién (lwasaki et al., 2006).

Nuestras observaciones también estan relacionadas con la desnaturalizacién
de las proteinas del huevo por presién, cuyo efecto es mayor a bajas
temperaturas (entre 10 y 40 °C), contrario a lo observado por el efecto de la
temperatura a presion atmosférica, por lo que se considera que hay un efecto
antagodnico entre presién y temperatura, lo cual coincide con datos publicados

recientemente (van der Plancken, van Loey y Hendrickx, 2007).

La adicion de la enzima modifico notablemente la textura de los geles
obtenidos sin presion a 40 °C, pero no a 20 °C, debido al corto tiempo del
tratamiento a esa temperatura, ya que se requiere un tiempo mas prolongado

(superior a 70 min) para que la enzima actue a temperatura ambiente.

Los geles con la enzima obtenidos a 40 °C a presion atmosférica mostraron
mayor dureza, cohesividad, masticabilidad y elasticidad que los obtenidos a la
misma temperatura y presion, pero sin la enzima, debido a la formacion de
enlaces e-(y-glutamil)lisina. Varios autores han publicado resultados similares al
mejorar una o varias caracteristicas de la textura en diversos productos, aplicando
diversas concentraciones de enzima (0.1 a 1.0%) y diferentes temperaturas,
principalmente aquellas mas utilizadas para la obtencion de geles por calor, sin
embargo, no se obtienen buenos resultados en muestras con bajo contenido de

NaCl a presion atmosférica.
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La combinacion de presion (500 MPa) con la enzima produjo geles con
mayor dureza, cohesividad, masticabilidad y elasticidad en relacion con los
obtenidos a la misma presién pero sin enzima o los obtenidos a presion
atmosférica con enzima a la misma temperatura de 40 °C, e inclusive que los
geles obtenidos por calor. Se observa claramente un efecto sinérgico al combinar

la enzima y la presion (Articulo 2, Tabla 3).

Por otro lado, la fuerza al corte de los geles obtenidos por calor y la de los
geles de presion con enzima fue muy similar (6.98 N y 6.81 N respectivamente),
sin embargo, la dureza de los primeros fue de 35 N y la de los ultimos fue de 42.4
N. Estas divergencias son debidas al diferente mecanismo de gelificacion, ya que
en los geles de presidn la transmision es instantanea en todos los puntos del gel y
en los geles de calor la parte externa llega a estar sobreexpuesta a la

temperatura.

El incremento en los parametros texturales de los geles en la aplicacion
simultdnea de la MTGasa y presion a 500 MPa es debido posiblemente a que la
ovoalbumina, desdoblada de forma parcial durante el estado de gldbulo fundido,
permite que los aminoacidos glutamina y lisina queden mas accesibles al sitio
activo de la enzima bajo condiciones de presion y se creen enlaces cruzados mas
facilmente con las proteinas miofibrilares de la carne para producir compuestos
heterélogos. La formacion de enlaces cruzados por la aplicacién simultanea de
presion y enzima produce una estructura de red con mejores propiedades
texturales que las de los geles obtenidos por el tratamiento convencional por
calor. Este comportamiento es caracteristico de la gelificacion de tipo quimico,

cuyos enlaces covalentes son mas fuertes y dificiles de romper.

En la IV etapa, se mantuvo el nivel de NaCl (1%) y se eliminaron los
fosfatos. Al aplicar presiones a 500, 700 y 900 MPa, se observo que los geles con
MTGasa fueron los mas firmes, cohesivos y elasticos de todos, con relacion a los
obtenidos solo por presion o por calentamiento. Por otro lado, no hubo diferencias
significativas entre los geles obtenidos a 700 y 900 MPa con o sin MTGasa, pero
los valores texturales fueron mucho mas altos en los geles con la enzima (Articulo
3, Tabla 3). Nuestros resultados sugieren que esos niveles mas altos de presion,

aplicados a la carne y al huevo a temperaturas bajas 0 moderadas, promueven la
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formacién de un mayor numero de enlaces &-(y-glutamil)lisina tanto inter como

intramoleculares, pero que a partir de 700 MPa la enzima puede ser inactivada.

Los geles sin enzima obtenidos por presion (700 y 900 MPa) mostraron un
patrdn muy similar a los que si llevaban enzima, pero en menor medida, y
tampoco mostraron diferencias con los obtenidos por calor en cuanto a dureza y
masticabilidad pero dieron valores similares en cuanto a cohesividad y fuerza al
corte. A 500 MPa y sin enzima los geles fueron los menos firmes y tuvieron los
valores mas bajos de cohesividad, masticabilidad y fuerza al corte de todos los
geles. Esto es debido posiblemente a que en la ovoalbumina se forman
agregados solubles originados por el alto grado de exposicion de los grupos
sulfhidrilo y la subsiguiente oxidacion e intercambio de reacciones entre grupos
SH y SS que ocurre alrededor de 500 a 600 MPa y explican porqué los geles de
ovoalbumina por presion resultaron mas suaves y mas elasticos que los inducidos

por calor.

5. Microestructura

Las enzimas pueden proporcionar modificaciones altamente especificas en
la microestructura de los biopolimeros, lo cual induce cambios significativos en las
propiedades macroscopicas. Las fotomicrografias muestran que los geles sin
enzima obtenidos por presion tienen una estructura mas suelta, con huecos
irregulares y mas grandes (Articulo 2, Figura 1 a) y (Articulo 3, Figuras 2 b, cy d)
mientras que los geles con MTGasa tienen una estructura mas compacta y
homogénea (Articulo 2, Figura 1 b) y (Articulo 3, Figuras 2 e, f, y g). Estos datos
se correlacionan con las caracteristicas texturales y las propiedades ligantes
expuestas previamente. Los geles con enzima obtenidos a 700 y 900 MPa
tuvieron poros mas pequefios y mayor retencion de agua que los de 500 MPa,

con una apariencia similar a los obtenidos por calor (Articulo 3, Figura 2 a).

6. Analisis térmico

Los termogramas de las materias primas utilizadas en la elaboracion de los
geles (carne de pollo, albumen y yema de huevo), proporcionaron las
temperaturas de desnaturalizacién (T,) de las proteinas presentes (Articulo 3,

Figura 3 b) (Articulo 3, Figura 3 d) (Articulo 3, Figura 3 a). Aunque las pastas de la
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mezcla de ingredientes fueron inherentemente complejas, debido a la diversidad
de proteinas aportadas por cada una de las materias primas, dieron un
termograma caracteristico de las principales proteinas a 60.2 y 82.8 °C con una
entalpia total de 11.48 J/g (Articulo 3, Figura 3 c).

Los geles obtenidos por calor mostraron una casi completa desnaturalizacién
de todas las proteinas (97.0%), con una minima entalpia a 84.0 °C debido

posiblemente a ovoalbumina residual con una mayor estabilidad térmica.

En los geles obtenidos por presion a 500 MPa, sin adiciéon de enzima, se
produjeron dos picos a 78.1 y 83.4 °C y una desnaturalizacion de 63.9% (AH =
4.14 J/g), mientras que los geles con enzima mostraron una transicion térmica a
67.5 °C y un pico a 83.5 °C, con un AH de 1.26 J/g y 88.5% de desnaturalizacion.
La T correspondiente a la ovoalbumina en ambos geles no mostré diferencias,
pero hubo una disminucion de la entalpia cercana al 70% (Articulo 3, Figuras 4 a
y b). Este notable decremento sugiere una mayor desnaturalizacién de la
ovoalbumina debido a su desdoblamiento, la cual requiere menos energia para
desnaturalizarse completamente y formar polimeros entre las proteinas
miofibrilares y la ovoalbumina a través de la MTGasa. La aplicacion de presiones
a temperaturas moderadas y no desnaturalizantes provoca cambios en la
conformacién de las proteinas, incrementando la exposicion de los residuos
hidrofébicos los cuales favorecen la interaccion proteina-proteina y la aplicacion
de un calentamiento posterior permite la formaciéon de geles mas fuertes, sin
embargo este efecto no es tan pronunciado como el observado por la accidn de la

MTGasa que produce enlaces covalentes e-(y-glutamil)lisina.

Los geles con y sin enzima obtenidos a 700 y 900 MPa proporcionaron
patrones muy similares con entalpias menores de 1.0 J/g en ambos casos (mas
de 91.3% de desnaturalizacién), sugiriendo que los tratamientos a esos niveles de

presion son casi tan desnaturalizantes como el tratamiento habitual por calor.
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Conclusiones

. La adicién de albumen deshidratado (10 a 20%) como sustituto de grasa en
la formulacion de pastas carnicas para obtener geles repercute
favorablemente en el rendimiento del proceso, en las caracteristicas de
retencidon de agua y en las propiedades texturales, tanto de los geles
obtenidos por calor a presion atmosférica (75 °C por 30 min) como de los
obtenidos por presion a 500 MPa (40 y 60 °C durante 30 min).

. En los geles sin albumen, la combinaciéon de temperatura (40 °C a 60 °C) y
presion (400 MPa a 500 MPa) tiene un efecto antagénico, contrario al efecto
caracteristico de la temperatura (75 °C) observado a presion atmosférica.
De manera que se consigue un mayor rendimiento en los geles obtenidos a
500 MPa/40 °C que a 400 MPa/60 °C y, ademas, al incrementar la presion,
la dureza y la fuerza al corte de los geles disminuyen a ambas

temperaturas.

. Se observé un efecto protector del albumen frente al cambio de color de los

geles obtenidos entre 400 y 500 MPa, principalmente a 60 °C.

. A presion atmosférica, la adicion de 0.3% de MTGasa disminuye
notablemente las pérdidas de agua y mejora la textura de los geles, aun con
un bajo contenido de NaCl (1%), tanto a 40 °C como a 20 °C; lo cual
corrobora la accién de la MTGasa y la importancia de la temperatura en la
formacion de una estructura mas compacta originada por los enlaces &-(y-

glutamil)lisina.

. Se demuestra un efecto sinérgico de la aplicacién simultanea de la MTGasa
y la presion (500 MPa/40 °C/ 30 min) en las caracteristicas de retencién de
agua y de textura, cuyo incremento fue muy significativo en relaciéon con el
efecto de la enzima o de la presion utilizadas independientemente. En las
caracteristicas texturales se observa un patron muy similar al tratamiento de

la enzima sin presién, pero de mayor magnitud.

. El incremento de la presion (500, 700 y 900 MPa/40 °C/30 min) en

combinacién con la enzima potencia la estructura tridimensional entre las
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proteinas del albumen y las proteinas miofibrilares. Los geles obtenidos
fueron mas firmes y cohesivos, con relacion a los obtenidos a los mismos
niveles de presién pero sin la enzima, o con los obtenidos por calentamiento

(75 °C) a presion atmosférica.

7. El aumento de la presion de 700 a 900 MPa no tiene efecto en la textura ni

en el color de los geles, en presencia o no de la MTGasa.

8. Dadas las caracteristicas de las propiedades texturales y de
microestructura, podemos afirmar que la MTGasa desarrolla actividad a alta
presion entre 500 y 700 MPa, y existe un efecto sinérgico entre ambos

parametros.

9. Unas condiciones adecuadas para elaborar productos tipo salchicha sin
fosfatos, bajos en grasa y en sal, mediante alta presion son: 700 MPa, a 40
°C durante 30 min y con la adicion de MTGasa (0.3%).
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