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DESCRIPCION

Preparaciones de enzimas para unién y procedimiento para producir alimentos unidos y moldeados.
Campo técnico

La presente invencion se refiere a una preparacion de enzimas para unir materias primas alimentarias sélidas, que
utiliza una transglutaminasa y un coldgeno en el que el total de los restos de la hidroxiprolina y prolina en el coldgeno
es menor que 20% del total de los restos de aminodcidos en el coldgeno, y/o un coldgeno que tiene un didmetro
medio de particulas mas pequefio que 600 um; a un alimento unido producido a partir de materias alimentarias sélidas
mediante el uso de dicha preparacién (de enzimas) para unién; y a un método para producir el mismo.

Antecedentes de la técnica

Un método convencional para unir materias alimentarias s6lidas utilizando una enzima se ejemplifica mediante los
siguientes seis métodos representativos. También se discutirdn los problemas de los métodos.

(1) La solicitud de patente japonesa abierta al publico (Kokai) n° 79956/1990 describe una técnica para producir
un alimento unido mediante el tGnico uso de una transglutaminasa. Sin embargo, puesto que no se puede obtener
una resistencia de unién suficiente, se ha estudiado, y actualmente se usa, una transglutaminasa en combinacién con
diversos componentes.

Por ejemplo, en (2) el documento WO 95/08274 se describe un método para unir carne cruda mediante el uso
concurrente de una transglutaminasa con un fosfato de metal alcalino y cloruro de sodio. Sin embargo, segtin este
método, es esencial afiadir un fosfato de metal alcalino en una cantidad no mayor que 0,4% en peso, y cloruro de sodio
en una gran cantidad, tan elevada como 1,5 a 4% en peso, basdndose en el peso de la carne, de forma que se obtenga
desventajosamente un producto que carece del gusto y sabor intrinsecos de la carne.

Ademds, en (3) las solicitudes de patentes japonesas abiertas al piblico (Kokai) n® 284867/1994 y n° 140594/1996
se describe un método de unién usando una combinacién de una transglutaminasa con una caseina como sustrato
de la transglutaminasa. Este método es aplicable a una amplia variedad de materias alimentarias, incluyendo no sélo
carnes animales tales como carne de vaca, cerdo y similares, sino también pescados y mariscos tales como carne de
pescado, calamar y cangrejo y huevas de pescado, tales como huevas de salmén, huevas de arenque, huevas de salmén
saladas, huevas de bacalao, y similares. Ademds, este método es capaz de unir materias alimentarias. De este modo,
se proporcionan el método de unién y una preparacién de enzimas para la union, los cuales son muy versatiles y no
provocan influencias en los gustos y en los sabores.

Asimismo, también estdn en estudio métodos de unién que usan combinaciones de una transglutaminasa y una
proteina distinta de caseina.

(4) La solicitud de patente japonesa abierta al ptiblico (Kokai) n° 107923/1997 describe un método para producir un
alimento unido, mediante el uso de una gelatina y una transglutaminasa. Sin embargo, aunque una disolucién acuosa
de gelatina al 5 a 15% descrita en este documento de patente puede reformar el pescado hervido en salsa de soja,
huevas de pescado, o similares, no puede unir satisfactoriamente carnes de animales y de pescado, que son las metas
de la presente invencion.

Ademds, en los informes realizados por Kuraishi et al. y Tseng T-F. et al., se describe que cuando una proteina
separada de haba de soja (aislado de proteina de soja), una proteina de suero de la leche, una gelatina, o similar, distinta
de caseinato sédico, se usa como una proteina a usar junto con una transglutaminasa, no se puede obtener suficiente
resistencia de unién (J. Food. Sci., 1997, 62(3), 488-490 y Zhonghua Nongxua Huibao, 2000, 1 (1), 108-117), y por
lo tanto se ha encontrado que las caseinas son un componente esencial para la unién practica.

Sin embargo, en afios recientes, debido a problemas tales como alergia alimentaria y similares, hay algunos casos
en los que no se puede usar proteinas derivadas de la leche en alimentos procesados. En particular, se sabe que entre
las proteinas de la leche, las caseinas son sustancias que provocan la alergia alimentaria. De este modo, ha habido una
gran demanda de una técnica que proporciona una elevada resistencia de unién sin el uso concurrente de caseinas.

Con tal antecedente técnico, (6) la solicitud de patente japonesa abierta al publico (Kokai) n° 070961/1998 describe
un método de unién que usa una preparacion de enzimas para la unién, que comprende un coldgeno, no una caseina,
y una transglutaminasa, como ingrediente activo. Sin embargo, cuando este coldgeno se disuelve en agua caliente,
muestra una mala capacidad de dispersién y una elevada viscosidad, de forma que apenas se mezcla con las materias
alimentarias sé6lidas a las que se le anadird. Por lo tanto, segiin la invencién descrita en la solicitud de patente japonesa
abierta al publico (Kokai) n° 070961/1998, contintia un problema en términos de capacidad de tratamiento, debido a
que el coldgeno se debe de disolver en agua fria de una temperatura no mayor que 10°C, y la operacién de unién se
debe de realizar inmediatamente después de la disolucion del coldgeno en agua. Ademds, la resistencia de union es
muy mala sin el uso concurrente de una sal, y en ese caso no se puede esperar un efecto practico.



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 283 529 T3

Descripcion de la invencion

Con tal antecedente técnico, ha habido una demanda en la industria de alimentos procesados de una preparacién
de enzimas poderosa para la unién, que sea capaz de unir materias alimentarias sélidas, tales como trozos de carne o
similares, suficientemente sin el uso concurrente de una caseina, y que tenga una excelente capacidad de operacion,
y de un método para producir un alimento unido mediante el uso de tal preparacion de enzimas. Un objetivo de la
presente invencion consiste en satisfacer tal demanda.

Se han hecho grandes e intensos estudios para lograr el objeto anterior. Como resultado, se ha encontrado que las
materias alimentarias sélidas se pueden unir facil y firmemente mediante el uso de un coldgeno especifico, y se ha
llevado a término la presente invencion basandose en estos hallazgos.

En consecuencia, la presente invencion se refiere a una preparacion de enzimas para la unién de materias alimen-
tarias sé6lidas, que comprende, como ingrediente activo, una transglutaminasa, y (1) un coldgeno en el que el total de
los restos de la hidroxiprolina y prolina (en lo sucesivo se pueden denominar colectivamente como “iminodcido”) en
el colageno es menor que 20% del total de los restos de aminodcidos en el coldgeno, y/o (2) un coldgeno que tiene
un didmetro medio de particulas mds pequefio que 600 ym; a un método para producir un alimento unido a partir de
materias alimentarias s6lidas mediante el uso de (el ingrediente activo de) la mencionada preparacién de enzimas para
unidn; y a un alimento unido producido a partir de materias alimentarias sélidas mediante tal método de produccion.

A continuacion, la presente invencion se describird con mayor detalle.

La presente invencion se caracteriza porque, ademas de la accién enzimatica de una transglutaminasa, se provoca
que los coldgenos especificos anteriores funcionen como el adhesivo o agente de unién para producir un alimento
unido a partir de materias alimentarias sélidas.

En primer lugar, se describird la transglutaminasa a usar segtn la presente invencion.

Las transglutaminasas son una enzima que cataliza la reaccion de transferencia de grupos acilo en los grupos y-
carboxamida de restos de glutamina presentes en una proteina o en una cadena peptidica. Cuando una transglutaminasa
actda, como un receptor de acilo, sobre los grupos e-amino de restos de lisina en una proteina, se forman enlaces &-
(y-Glu)-Lys en y entre las moléculas proteinicas. Ademds, una transglutaminasa a usar como una enzima segin la
presente invencién puede ser de cualquier origen en tanto que tenga actividad de transglutaminasa, y se pueden usar
transglutaminasas ya conocidas.

Como ejemplos de transglutaminasas, se pueden mencionar las derivadas de microorganismos, tales como las
derivadas de actinomicetos (véase la patente japonesa n® 2572716), las derivadas de Bacillus subtilis, las derivadas de
microorganismos (véase el documento WO 96/06931), las derivadas de oomicetos (véase el documento WO 96/22366
y a la solicitud de patente japonesa abierta al publico (Kokai) n® 137254/1999), y similares. Ademds, se pueden
mencionar las derivadas del higado de cobaya (véase la patente japonesa n° 1689614), las derivadas de animales, tales
como las derivadas de sangre bovina, sangre de cerdo, y similar, las derivadas de peces tales como salmén, besugo y
similar (véase SEKI et al., “Nihon Suisan Gakkaishi”, vol. 56, 125-132 (1990)), las derivadas de una ostra (véase la
patente US n°® 5736356), y similares. Ademads, se pueden mencionar las producidas mediante recombinacién genética
(refiérase, por ejemplo, a la solicitud de patente japonesa abierta al publico (Kokai) n® 75876/1999)), y similares.

Se puede usar cualquiera de estas transglutaminasas, y el origen y el proceso de produccién de las mismas puede no
limitar particularmente su disponibilidad. Desde el punto de vista de la funcionalidad y de la facil manipulacién para
uso alimentario, y también desde el punto de vista comercial de la posible produccién en masa y de la disponibilidad
barata, se prefiere sin embargo usar las transglutaminasas mencionadas anteriormente derivadas de microorganismos
(véase la patente japonesa n° 2572716, documento WO 96/06931 y documento WO 96/22366).

La unidad de actividad de una transglutaminasa a usar segin la presente invencién se mide y se define segin
lo expuesto a continuacién. Se lleva a cabo una reaccién con benciloxicarbonil-L-glutaminilglicina e hidroxilamina
como sustratos, y el dcido hidroxdmico resultante forma un complejo de hierro en presencia de dcido trifluoroacético.
A continuacién, se mide la absorbancia a 525 nm, para determinar la cantidad del 4cido hidroxdmico resultante. La
cantidad de enzima que genera 1 umol de dcido hidroxdmico en 1 minuto se define como una unidad de actividad de la
transglutaminasa, a saber 1 unidad. Este método (el método de hidroxamato) se ha dado a conocer con mayor detalle
(véase, por ejemplo, la patente japonesa n® 2572716 mencionada anteriormente).

Como ya se ha mencionado anteriormente, se sabe que las transglutaminasas tienen una variedad de origenes, vy,
dependiendo del origen, algunas transglutaminasas pueden tener una especificidad por el sustrato de forma que su
actividad no se puede definir mediante el método del hidroxamato anterior. En tal caso, la unidad se puede definir
mediante un método diferente. Independientemente de qué métodos de medida de la actividad se usen para definir la
actividad, cualquier cantidad que muestre sustancialmente un efecto de union segin la presente invencién cae dentro
del intervalo de cantidades en las que una transglutaminasa se afiade segtin la presente invencion.

A continuacién se describirdn los coldgenos, otro ingrediente activo de la preparacién de enzimas para la unién de
materias alimentarias sélidas segin la presente invencion.
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Un coldgeno a usar segtin la presente invencién es un coldgeno en el que el contenido del iminodcido (hidroxipro-
lina y prolina) es menor que 20% de los restos de aminodcidos totales presentes en el coldgeno, y/o un coldgeno que
tiene un didmetro medio de particulas inferior a 600 um, habiéndose extraido el coldgeno de tejidos animales tales
como pieles, huesos, cartilagos, escamas, vejigas para el aire, o similares, de animales o peces y mariscos.

Cuando se usan solos 0 en combinacién un coldgeno cuya composicion de aminoécidos cae dentro del intervalo de
composicién de aminodcidos definido anteriormente y un colageno cuyo didmetro medio de particulas cae dentro del
intervalo de didmetro medio de particulas definido anteriormente, el efecto de unién mejora significativamente.

A continuacion, los coldgenos se describirdn con mas detalle.

Una de las limitaciones sobre los coldgenos especificos a usar segin la presente invencion es el contenido del
iminodcido. El contenido del iminodcido (en términos del nimero de los restos) en un coldgeno derivado de una
carne de animal es a menudo 20 a 22%. Tal coldgeno se mezcla con un coldgeno que tiene un menor contenido
del imino4cido, para preparar coldgenos que tienen contenidos diferentes del iminodcido, y la resistencia de unién se
mide para cada uno de los colagenos. Como resultado, se ha encontrado un efecto sorprendente de que la resistencia de
unién mejora significativamente usando un coldgeno que tiene un contenido de iminodcido menor que 20%. Muchos
coldgenos que tienen un menor contenido del iminodcido se obtienen de peces y mariscos, y los coldgenos que tienen
un contenido del iminodcido menor que 20% se pueden usar como tales.

Por lo tanto, los coldgenos que muestran una resistencia de unidén segtn la presente invencién no tienen que
ser obtenidos de un solo origen. Cuando un coldgeno de un origen que tiene un contenido elevado del iminoacido
se mezcla con un coldgeno de otro origen que tiene un bajo contenido del iminoécido, y el contenido global del
iminodcido en la mezcla de coldgenos resultante cae dentro del intervalo definido por la presente invencién, la mezcla
de coldgenos puede ser un coldgeno segun la presente invencidén. Mdas especificamente, atin se puede obtener un efecto
de unién suficiente incluso mediante el uso de una mezcla de coldgenos obtenida mezclando un coldgeno que tiene
un contenido del iminodcido mayor que 20% con otro coldgeno que tiene un contenido del iminodcido menor que
20%, en una relacion tal que la mezcla resultante puede tener un contenido global del iminodcido menor que 20%. Tal
mezcla de coldgenos también cae dentro de la categoria de los coldgenos de la presente invencién. Ademas, aquellos
obtenidos ajustando coldgenos extraidos de los tejidos animales anteriores mediante un cierto tratamiento quimico,
enzimatico o de otro tipo, de tal manera que puedan tener un contenido del iminodcido menor que 20%, también caen
dentro de la categoria de los coldgenos a usar segtn la presente invencion.

Para obtener el coldgeno anterior que tiene una composicion de aminodcidos preferida, la composicién de amino4-
cidos se mide de la siguiente manera. Por ejemplo, se puede emplear un método en el que el coldgeno se hidroliza
primeramente en acido, y después se somete a cromatografia de liquidos con una columna adecuada. Ademas, como
método para detectar un aminodcido, también se puede emplear la cromatografia de capa fina o la espectrometria de
masas.

Se ha usado el siguiente método a fin de medir la composicién de aminoécidos. Para ser mas especificos, se afiadié
1 ml de 4cido clorhidrico 6 N a alrededor de 3 hasta 5 mg de una muestra seca, y la mezcla resultante se desaired y
se calent6 después a 110 = 1°C durante 20 horas, para hidrolizar completamente la muestra. Después de terminar la
hidrélisis, el 4cido clorhidrico se elimind por medio de un evaporador, y el residuo se diluyé segin fuese apropiado,
y se analiz6 entonces por medio de un analizador automético de aminodcidos “Amino Acid Automatic Analyzer L-
8500 (producto de Hitachi Ltd.). Como los amino4cidos, se cuantificaron el dcido aspartico, la treonina, la serina, el
dcido glutamico, la prolina, la hidroxiprolina, la glicina, la alanina, la cisteina, la valina, la metionina, la isoleucina, la
leucina, la tirosina, la fenilalanina, la lisina, la histidina y la arginina, y se determind la relacidn del total de los restos
de prolina e hidroxiprolina al total de los restos de aminodcidos. Esto es, los datos para cada aminodcido detectado en
% en peso como resultado del andlisis de los aminoécidos se dividi6 entre su peso molecular para calcular la relacién
molar, y, mediante el uso de la relacién molar, se determind la relacién del total de los restos de prolina e hidroxiprolina
al total de los restos de aminodcidos.

Mediante el método anterior, se midieron cinco tipos de coldgenos A a E para la composiciéon de aminoécidos (la
siguiente Tabla 1), y se revelaron las relaciones entre la composicion y la eficacia de la unién (véase la Fig. 1. Sobre
el método de ensayo, véase el Ejemplo 1). Como resultado, se encontré que no se puede mostrar una resistencia de
unidén practica cuando se usa un coldgeno que tiene un contenido elevado del iminodcido.
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TABLA 1
A B C D E

Hyp 9,5 9,8 9,6 5.3 5,8
Asp 4,8 4,6 4.6 5.1 53
Thr 17 18 18 2,4 2,4
Ser 3,6 3,3 3,3 6,3 5,0
Glu 7.3 7.2 7.3 7.2 7,5
Pro 12,2 11,9 12,6 10,4 11,1
Gly 34,2 33,5 33,8 36,0 36,0
Ala 10,4 11,1 11,3 11,1 10,9
Cys 0,0 0,0 0,0 0,2 0,3
Val 2,2 2,3 2.3 1,9 1,7
Met 0,5 0,4 0,4 0,9 1,0
lle 1,1 1,2 1.1 11 11
Leu 2,5 2,7 25 2,1 1,9
Tyr 0.3 0,3 0,0 0,0 0,0
Phe 1,4 15 16 1,5 1,4
Lys 2,9 2,8 2,7 2,7 2,5
His 0,6 0,5 0,4 0,9 1,0
Arg 4,8 5,1 4,8 5,2 52
Total 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0
Hyp+Pro(%) |21,7 21,7 22,2 15,7 16,9

Otra limitacién de los coldgenos especificos a usar segtin la presente invencion se refiere a un didmetro medio de
particulas. Se preparé una pluralidad de coldgenos que tienen diferentes didmetros medios de particulas, y se midieron
para determinar la resistencia de unién. Como resultado, se ha encontrado que se puede obtener una resistencia de
unién prictica mediante el uso de un coldgeno que tiene un didmetro medio de particulas mas pequefio que 600 ym.
El didmetro medio de particulas citado aqui es un didmetro de particulas que corresponde al 50% de la curva de
distribucién acumulativa de un polvo, y también se denomina como didmetro de la mediana D,,.4, 0 un didmetro del
50% Ds.

El incremento de la resistencia de unién que resulta del uso del coldgeno especifico anterior se observa en cualquier
método para producir un alimento unido a partir de materias alimentarias sélidas. Sin embargo, en un método para
producir un alimento unido en el que se aflade directamente una preparacién de enzimas en polvo para la unién, que
comprende una transglutaminasa y un coldgeno como ingrediente activo, a materias alimentarias sélidas sin disolver
antes la preparacién en agua o en un material liquido, se puede obtener una resistencia de unién préactica mediante el
uso de un coldgeno que tiene un didmetro medio de particulas mas pequefio que 600 um. El material liquido se refiere
aqui a un liquido tal como agua, aceite o similar, o un material que fluye libremente, obtenido mezclando una variedad
de proteinas, condimentos, especias o materias primas alimentarias de tamafios apropiados en tal liquido.

Mientras, cuando se usa un coldgeno que tiene un didmetro grande de particulas, se forma una capa gruesa me-
diante una preparacion de enzimas de unién, sobre las superficies a unir. Esto es indeseable desde los puntos de vista
tanto del gusto como del aspecto. Sin embargo, cuando se usa un coldgeno que tiene un didmetro medio de particu-
las mas pequefio que 600 um, se puede obtener una resistencia de unién suficiente, como se describe anteriormente.
Ademds, se hace posible formar una capa delgada, uniforme, de una preparacién de enzimas de unién sobre la super-
ficie de un objeto a unir (superficies a unir), con lo que se obtienen alimentos unidos que tienen un gusto y aspecto
excelentes.

Los ejemplos ilustrativos de un método para preparar el coldgeno que tiene el didmetro de particulas especifico
anterior incluyen métodos de trituracién que usan una variedad de trituradores, un método en el que se disuelve de una
vez un coldgeno polvoriento en un disolvente, y la disolucién resultante se seca entonces usando una técnica de secado
tal como secado por pulverizacién o similar, y similares. Ademads, el didmetro de particulas de un polvo también se
puede ajustar mediante una técnica de granulacién. El método para preparar un coldgeno que tiene el didmetro de
particulas especifico a usar en la presente invencién no estd limitado a los métodos anteriores, y puede ser cualquier
método capaz de ajustar el didmetro de particulas de un polvo.
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Se obtuvo una pluralidad de fracciones de coldgeno que tienen diferentes distribuciones de tamafios de particu-
las triturando un coldgeno por medio de una trituradora, y después tamizando el coldgeno triturado. Los polvos de
coldgeno asi preparados se analizaron para cada fraccién por medio de un medidor de la distribucién de tamaiios de
particulas, y se detect6 un didmetro medio de particulas de cada fraccion.

Se afadieron en forma polvorienta un coldgeno obtenido mediante el método anterior y una transglutaminasa a
trozos pequefios de carne de muslo de cerdo (300 g), y se amasé en el recipiente para carne. Después, la mezcla se
rellen6 en un tubo de estuche con una anchura plegable de 75 mm, se dejé reposar a 5°C durante 2 horas para provocar
una reaccién de reticulacion mediante la transglutaminasa, y después se enfri6 hasta -40°C para detener la reaccién. La
carne de cerdo unida congelada se cort6 en rodajas hasta un grosor de 9 mm y una anchura de 25 mm, y se descongeld
para medir la resistencia a la traccién (mostrandose los resultados en la Fig. 2). Se repiti6 el mismo procedimiento
varias veces, siendo diferentes los didmetros medios de las particulas de coldgeno. Como resultado, se observé un
efecto sorprendente de que se puede obtener una mayor resistencia de uniéon mediante el uso de coldgenos que tienen
un didmetro mds pequefio de particulas. Ademads, se observé una resistencia de unién practica mediante el uso de un
coldgeno que tiene un didmetro medio de particulas mds pequefio que 600 um, y se obtuvo una resistencia de unién
suficientemente elevada mediante el uso de un coldgeno que tiene un didmetro medio de particulas mas pequefio que
400 pum.

Ademés, los coldgenos segtin la presente invencién se obtienen generalmente purificando coldgenos extraidos de
los tejidos de animales, peces o mariscos, y no estan limitados particularmente en términos del grado de desnaturaliza-
cién, tal como la descomposicién o similar. Es habitual que los coldgenos muestren un amplio intervalo de distribucién
de pesos moleculares, puesto que los coldgenos se hidrolizan en diversos grados durante la etapa de extraccion, y aque-
llos que cambiaron en las denominadas gelatinas también estan incluidos en los coldgenos de la presente invencién.

Ademas, los coldgenos no tienen que ser productos purificados, y es innecesario decir que pueden contener grasas,
hidratos de carbono, péptidos, aminodcidos y similares, en cantidades tales que no alteren los efectos deseados de la
presente invencion.

Mientras, la solicitud de patente japonesa abierta al publico (Kokai) n°® 227228/1995 describe técnicas sobre una
nueva materia prima gelificante, que comprende una gelatina seca separada de marisco y una transglutaminasa, y un
método de produccién de la misma. Esta materia prima gelificante indica que se forma rapidamente un gel con esta-
bilidad térmica elevada combinando una transglutaminasa con una gelatina derivada de mariscos, que es facilmente
soluble en agua en un amplio intervalo de temperaturas. Sin embargo, se debe sefialar que la funcién de unién de ma-
terias primas alimentarias sélidas proporcionada por la presente invencion no se puede estimar a partir de la capacidad
gelificante descrita en la solicitud de patente japonesa abierta al publico (Kokai) n® 227228/1995.

Para ser més especificos, mientras que el fin de la preparacion de enzimas de unién de la presente invencion es unir
materias alimentarias s6lidas, el fin de las materias primas gelificantes descritas en la solicitud de patente japonesa
abierta al publico (Kokai) n°® 227228/1995 es producir un alimento gelificado mezcldndolo con agua o con un alimento
liquido. Unién segun la presente invencion significa un transporte a propdsito de fuerza a través de la puesta en estrecho
contacto en una interfaz (“Binding Handbook 3™ Edition”, publicado en 1996 por Nikkan Kougyo Shinbun-Sha), esto
es, un estado de unién de dos superficies entre si mediante una fuerza o fuerzas quimicas y/o fisicas via un adhesivo.
Mientras, la gelificacidn usada en la solicitud de patente japonesa abierta al ptblico (Kokai) n® 227228/1995 se refiere
a la transformacion de un sol en un gel (“Biochemistry Dictionary 2™ Edition”, publicado en 1990 por Tokyo Dagaku
Dojin), y significa la solidificacién de una suspension que fluye o una disolucién en un grado tal que ya no puede fluir
y no colapsa por su propio peso. De este modo, la unién y la gelificaciéon no son sinénimos entre si, y son fenémenos
completamente diferentes por definicion. Por lo tanto, la preparacién de enzimas para unién de la presente invencién
y la materia prima gelificante descrita en la solicitud de patente japonesa abierta al publico (Kokai) n® 227228/1995
son invenciones que tienen objetos diferentes a lograr, y son diferentes en el principio técnico fundamental.

Ademais, es obvio que no hay ninguna correlacién entre las propiedades (incluyendo la resistencia en la ruptura,
esfuerzo a 4 mm, y torque, descritos en la solicitud de patente japonesa abierta al publico (Kokai) n® 227228/1995)
de los geles obtenidos haciendo reaccionar una transglutaminasa con una variedad de proteinas, y la resistencia de
unién. Por ejemplo, no se observa ninguna correlacion entre la dureza (resistencia a 4 mm, medida en las condiciones
de un émbolo mediante el analizador de texturas “Texture Analyzer” de Stable Micro Systems Co., Ltd.: cilindro de
15 mm y una velocidad de 10 mm/s) de un gel de proteina formado afiadiendo una transglutaminasa, y el resultado
de un ensayo de unién de cerdo (método de ensayo que se describe mds tarde con detalle en el Ejemplo 1), que
usa la misma proteina y una transglutaminasa. Mds especificamente, los esfuerzos a 4 mm de los geles formados
afiadiendo 100 unidades de una transglutaminasa por 1 gramo de proteina a las disoluciones de proteinas que se sabe
que forman un gel rdpidamente mediante una transglutaminasa, es decir, caseinato de sodio, un aislado de proteina de
soja, una gelatina y una gelatina soluble en agua, fueron 65,5 g, 66,8 g, 643,9 gy 383,9 g, respectivamente. Mientras,
su resistencia a la traccion, que muestra las capacidades de unién, fueron 80,0 g/cm?, 25,0 g/em?, 46,6 g/cm? y 30,0
g/cm?, respectivamente. Mientras que la resistencia a la traccion de al menos 80,0 g/cm? se considera una resistencia
de unién practica, las capacidades de unidn de las proteinas distintas del caseinato de sodio son muy bajas. A partir
de estos resultados, se entiende que no hay ninguna correlaciéon entre la dureza (resistencia a 4 mm) de un gel y la
capacidad de union (resistencia a la traccion).
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De forma breve, no todas las proteinas que forman un gel duro mediante una transglutaminasa hacen posible la
unién mutua de materias alimentarias sélidas. La anterior solicitud de patente japonesa abierta al piblico (Kokai) n°
227228/1995 describe que una gelatina seca derivada de marisco forma, con una transglutaminasa, un gel que tiene un
gran torque, que es uno de los indices que reflejan la dureza de un gel. Sin embargo, como se ha descrito anteriormente,
no se puede encontrar ninguna correlacion entre la formacién de un gel que tiene un gran torque y la unién mutua de
materias alimentarias solidas.

Ademds, la solicitud de patente japonesa abierta al publico (Kokai) n® 227228/1995 también describe que una
gelatina derivada de marisco es facilmente soluble en agua, 1o que da como resultado que se forme rdpidamente un gel
que tiene un gran torque. Sin embargo, es también un hecho que no se observa ninguna correlacién entre el hecho de
que una proteina que sirve como un sustrato de reaccion con una transglutaminasa sea facilmente soluble en agua y el
hecho de que sea posible la unién.

Por ejemplo, no se puede obtener una resistencia de unién practica con un aislado de proteina de soja, incluso si
el aislado de proteina de soja que es facilmente soluble en agua se hace reaccionar con una transglutaminasa, como
se puede observar a partir de los resultados anteriores. Ademas, las gelatinas (las denominadas gelatinas solubles en
agua), que son facilmente solubles en agua a lo largo de un amplio intervalo de temperaturas, estdn generalmente
disponibles en el comercio. Estas se preparan desnaturalizando o descomponiendo los coldgenos. Incluso si se realiza
el ensayo de unién del cerdo mediante uso de estas gelatinas solubles en agua, no se observa una unién suficiente, como
se ha descrito anteriormente. Esto es, no se observa ninguna correlacion entre la facil solubilidad de una proteina en
agua y la unién de materias primas alimentarias.

De este modo, nuevamente, s6lo a partir del hecho de que un gel térmicamente estable se forma rapidamente
combinando la gelatina descrita en la solicitud de patente japonesa abierta al publico (Kokai) n® 227228/1995, que
es facilmente soluble en agua a lo largo de un amplio intervalo de temperaturas, y que deriva de marisco, con una
transglutaminasa, obviamente no es facil estimar las capacidades de unién de las materias alimentarias sélidas, y por
lo tanto la presente invencidn tiene claramente una etapa inventiva con respecto a este punto.

Como se ha descrito anteriormente, los coldgenos segin la presente invencion se extraen originalmente de tejidos
de animales, peces y mariscos, y no estdn limitados a un grado particular de desnaturalizacién, tal como descomposi-
cién o similar. Sin embargo, se prefieren aquellos que contienen 50% o mds de fracciones cuyo peso molecular no es
menor que alrededor de 65.000.

Esto es debido a que el efecto de unién disminuye cuando el peso molecular es demasiado pequefio. Se supone que
esto es debido a que, a medida que el peso molecular se hace mas pequefio, es de esperar que disminuya la reactividad
con una transglutaminasa, de forma que se supone que se reduce la afinidad del colageno por las superficies a unir.

A este respecto, se puede usar el siguiente método como un método para medir el peso molecular de un coldgeno a
usar segtin la presente invencion. Esto es, se puede usar un método para fraccionar proteinas segin los pesos molecu-
lares mediante un efecto de tamiz molecular, tal como un método de filtracién en gel o un método de electroforesis en
SDS-poliacrilamida. Ademads, se puede usar un método para medir el peso molecular de una proteina segtin la relacién
entre la carga eléctrica y la masa, tal como la espectrometria de masas. El peso molecular de una proteina fraccionada
se puede estimar comparando el peso molecular con un marcador de peso molecular comercialmente disponible.

A continuacidn, se describird la preparacion de enzimas para unir materias alimentarias solidas segun la presente
invencion.

La relacién mixta de una transglutaminasa y un coldgeno, que son ingredientes esenciales o indispensables de
la preparacion de enzimas para la unién de la presente invencidn, no estd limitada particularmente. Sin embargo, el
contenido del coldgeno se prefiere generalmente que sea 10 a 80 partes en peso por 100 partes en peso de la preparacién
de enzimas, y el contenido de la transglutaminasa es 10 a 300 unidades por 1 gramo de la preparacién de enzimas.

Dicho sea de paso, en la materia bruta gelificante descrita en la solicitud de patente japonesa abierta al publico
(Kokai) n° 227228/1995, el contenido preferido de una transglutaminasa se define como 0,005 a 0,1%, que se define
menor que el de la presente invencién. De este modo, se prepard una materia bruta gelificante que tiene el conte-
nido preferido de transglutaminasa (0,1%) definido en esa solicitud de patente japonesa abierta al publico (Kokai) n°
227228/1995, y se comprob6 si se podria lograr la unién de materias alimentarias sélidas mediante el uso de la materia
bruta gelificante (véase el Ejemplo 1 para el método de ensayo). Como resultado, la resistencia de unién fue, cuando
se usé la materia bruta gelificante, 11 g/cm?, indicando que no se observé una suficiente resistencia de unién, y la
resistencia de unién se redujo adicionalmente cuando los trozos de carne unidos resultantes se calentaron. Por lo tanto,
la materia bruta gelificante descrita en la solicitud de patente japonesa abierta al piblico (Kokai) n® 227228/1995 no
tiene ninguna capacidad de unién, y es diferente de la preparacién de enzimas para union de la presente invencion,
desde el punto de vista de las funciones.

Ademds, la transglutaminasa y el coldgeno de la preparacion de enzimas para unién de la presente invencién no
se tienen que mezclar en el mismo recipiente, y la preparacién de la invencion incluye a aquellos en la denominada
forma de “kit”, en la que los dos constituyentes se almacenan en un par de recipientes separados.
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La preparacién de enzimas para unién de la presente invencién, que comprende una transglutaminasa y un co-
ldgeno como ingredientes activos, también puede contener los otros diversos componentes siguientes que se usan
habitualmente en este campo. Por ejemplo, en la preparacién de enzimas de la invencién puede haber lactosa, sa-
carosa, maltitol, sorbitol, dextrina, dextrina ramificada, ciclodextrina, almidones, polisacdridos, gomas y pectinas, y
similares, que se conocen como excipientes alimentarios. Ademds, la preparacién de enzimas para unién de la pre-
sente invencidn también puede contener proteinas distintas de caseinas, tales como proteinas de animales extraidas de
carnes de animales tales como cerdo y carne de vaca y aves de corral, y proteinas vegetales tales como proteina de
haba de soja y proteina de trigo, y similares. Ademas, la presente preparacién de enzimas también puede contener sa-
les inorgénicas fisiologicamente aceptables, tales como bicarbonato sédico, citrato de sodio, fosfato de sodio, cloruro
sddico, cloruro potdsico, y similares, segtin se requiera. Adicionalmente, la presente preparaciéon de enzimas también
puede contener aderezos, azicar, especias, un colorante, un desarrollador del color, dcido ascérbico, sales orgédnicas
tales como las sales de dcido ascérbico, un emulsionante, grasas y aceites, y similares, segin se requiera.

A continuacién se describird un método para producir un alimento unido usando la preparacién de enzimas para
unién de la presente invencién.

Para producir un alimento unido uniendo materias alimentarias sélidas, se usa la preparacién de enzimas de la
siguiente manera. Es decir, primero se disuelve en agua o en un material liquido una preparacién de enzimas que
comprende una transglutaminasa y un coldgeno como los ingredientes activos, y después se afiade a y se mezcla en
las materias alimentarias sélidas. Como alternativa, la preparaciéon de enzimas en polvo se puede afiadir, como tal,
a las materias alimentarias s6lidas. Como alternativa, una preparaciéon que comprende una transglutaminasa como el
ingrediente activo, y una preparacion que comprende un coldgeno como el ingrediente activo, se afiaden a y se mezclan
en las materias brutas alimentarias como tales, o después de que se disuelvan primero para preparar una disolucién
de cada una de las dos, independiente o simultdneamente en la disolucién o en forma de polvo. Cualquiera de estas
maneras se incluye dentro del alcance del método para producir un alimento unido segtn la presente invencion.

Cualquiera que sea el método usado, la cantidad a afiadir (usada) de una transglutaminasa es 0,01 a 100 unidades,
preferentemente 0,1 a 50 unidades, por 1 gramo de las materias alimentarias sélidas a unir. Mientras tanto, la cantidad
a afiadir (usada) de un coldgeno es habitualmente 0,1 a 5 partes en peso, preferentemente 0,3 a 2 partes en peso, por
100 partes en peso de las materias alimentarias sélidas. Cuando la cantidad a afiadir de un coldgeno es demasiado
pequeiia, el efecto de unién obtenido no es diferente del efecto de unién obtenido cuando se usa solamente una
transglutaminasa, mientras que, cuando la cantidad es demasiado grande, se forma una pelicula de proteina entre
las materias alimentarias, lo que es indeseable desde los puntos de vista tanto de la textura del alimento como de
la resistencia de unién. Sin embargo, las cantidades anteriores a afiadir de ambos ingredientes activos son simples
medidas, y no estdn necesariamente limitadas a estas medidas, en tanto que se logren los efectos deseados de la
presente invencion.

Dicho sea de paso, la materia bruta gelificante descrita en la solicitud de patente japonesa abierta al publico (Kokai)
n°® 227228/1995 anterior se usa disolviendo primero la materia bruta gelificante en agua o en un material liquido,
para obtener una mezcla de sol, y conformando entonces el sol en un alimento gelificado mediante la accién de
una transglutaminasa. Segin se compara, una forma de realizacién del método de la invencién, en la que se anade
directamente una preparacion de enzimas en polvo para unir de la presente invencion a materias alimentarias sélidas
se puede diferenciar de la invencién de la solicitud de patente japonesa abierta al publico (Kokai) n°® 227228/1995 por
cuanto se obtiene un alimento unido evitando de forma intencionada el estado de sol. La resistencia de unién obtenida
mediante tal método usando la preparacién de enzimas para unién de la presente invencién en forma de polvo es
mayor que la resistencia de unién obtenida mediante un método que comprende las etapas de disolver la preparacién
de enzimas para unién en un disolvente, y afiadir después la disolucién a materias alimentarias sélidas. De este modo,
el método que usa la preparacion de enzimas en polvo es un método de produccién mas ttil de un alimento unido.

Una mezcla de una transglutaminasa, un coldgeno y materias alimentarias sélidas se mantiene a una temperatura
(temperatura de reaccién) en la que se muestra la accién enzimdtica de una transglutaminasa. La temperatura de
reaccion es generalmente alrededor de 3 hasta 60°C. Cuando la mezcla se mantiene a esta temperatura, la reaccién de
reticulacién transcurre en un tiempo de alrededor de 1 minuto hasta alrededor de 48 horas. Sin embargo, la reaccién
de reticulacion se lleva a cabo preferentemente a alrededor de 5 hasta 50°C durante alrededor de 5 minutos hasta
alrededor de 24 horas. Esta reaccidn de reticulacion provoca reticulaciones entre el coldgeno y (las superficies de) las
materias alimentarias sélidas, y eventualmente las materias alimentarias sélidas se unen entre si via el coldgeno.

Finalmente se describirdn las materias alimentarias sélidas a usar segiin la presente invencion.

Las materias alimentarias sélidas se refieren como materias que no fluyen libremente, que pueden retener ciertas
formas por si mismas. Sus ejemplos incluyen no sélo las denominadas carnes, tales como carne de vaca, carne de
cerdo, carne de caballo, carne de cordero, carne de cabra, carne de liebre domesticada, pollo y similares, sino también
diversos tipos de carne de pescado, mariscos, crustidceos tales como gambas, cangrejos, y similares, moluscos tales
como calamares, pulpos y similares, y huevas de pescado, tales como huevas de salmén, huevas de salmén saladas,
y similares. Ademds, también se pueden usar alimentos procesados, tales como quesos, fideos, pastas de pescado al
vapor, y similares. Sin embargo, las materias alimentarias s6lidas no estan limitadas a las enumeradas anteriormente,
y se puede usar cualquier materia alimentaria sélida como las materias alimentarias sélidas a usar segun la presente
invencidn, en tanto que se logren los objetos o efectos de la presente invencion.
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Ademds, una gelatina de pescado a usar segun la presente invencion tiene una caracteristica tal que se puede
obtener una elevada resistencia de unién de forma muy rdpida al afiadirla con una cantidad adecuada de agua. De este
modo, cuando no se puede aplicar una presién elevada en el momento de la unién, desde el punto de vista de las etapas
de produccién o debido a la caracteristica de las materias alimentarias sélidas por cuanto no tienen formas uniformes,
son fragiles, y similares, el método de la presente invencién hace posible la unién rapida por su elevada resistencia
de unidn sin que se aplique una presién. Como ya se ha descrito anteriormente, el método de la presente invencion se
puede aplicar a todas las materias alimentarias s6lidas. Sin embargo, se observan efectos significativos particularmente
cuando el método de la presente invencién se aplica a la unién de carnes de animales o carnes de pescado. Por encima
de todo, se muestran efectos mas significativos cuando el método de la invencion se usa para unir carnes de pescados
y similares, que son materias alimentarias s6lidas fragiles.

Breve descripcion de los dibujos
La Fig. 1 muestra la resistencia a la tracciéon de carnes unidas obtenidas usando diversos tipos de gelatinas.
A: una gelatina de origen de cerdo “Gelatin AP-100” (nombre comercial), de Nitta Gelatin Co., Japon.
B: una gelatina de origen de cerdo “Gelatin AE” (nombre comercial), de Nitta Gelatin Co., Japén.
C: una gelatina de origen de cerdo “Gelatin R” (nombre comercial), de Nitta Gelatin Co., Japdn.

D: una gelatina de origen de pescado “Norland HMW Fish Gelatin” (nombre comercial), de Norland Products
Inc.

E: una gelatina procedente de piel de salmén (producto de ensayo).

La Fig. 2 muestra la resistencia a la traccién de carnes unidas obtenidas usando coldgenos que tienen diferentes
tamaifios de particulas.

La Fig. 3 muestra la resistencia a la traccidn de carnes unidas obtenidas usando diversas proteinas (Ejemplo 1).
1. “Norland HMW Fish Gelatin” + transglutaminasa

2. “SCANPRO T-95” + transglutaminasa

3. Caseinato de sodio + transglutaminasa

4. “Norland HMW Fish Gelatin” sola.

La Fig. 4 muestra la resistencia a la traccion de carnes unidas obtenidas usando diversos tipos de preparaciones de
enzimas en estados en forma de pasta obtenidos disolviendo preparaciones de enzimas en agua.

La Fig. 5 muestra la resistencia a la traccién de carnes unidas obtenidas usando las preparaciones de enzimas en
polvo como tales, es decir, en formas de polvo (Ejemplo 5).

Mejor modo para llevar a cabo la invencion

La presente invencion se describird a continuacién con mayor detalle con referencia a los Ejemplos. Sin embargo,
el alcance técnico de la presente invencién no se debe limitar a los mismos.

Ejemplo 1
Produccion de carne unida con transglutaminasa y coldgeno

Como la transglutaminasa, se uso una transglutaminasa comercialmente disponible “ACTIVA TG” (producto de
AJINOMOTO CO., INC., actividad especifica: 1.000 unidades/g), originada de un Streptoverticillium (Streptovertici-
llium mobaraense FO13819). Por otro lado, como el coldgeno, se usé “Norland HMW Fish Gelatin” (nombre comer-
cial), que fue una gelatina de pescado fabricada por Norland Products Inc. en los Estados Unidos de América. Como
resultado del andlisis de composicién de aminoécidos descrito anteriormente, esa “Norland HMW Fish Gelatin” tuvo
un contenido de iminodcido de 15,7%.

Se disolvieron 1,8 g del coldgeno en 10 ml de agua a alrededor de 20°C. A la disolucién resultante se afiadieron
entonces 300 g de trozos pequefios (en cubos de alrededor de 2 cm) de pierna de cerdo, y la mezcla se mezcl6 bien de
forma que se permitié que la disolucién se extendiese completamente sobre las superficies de los trozos de carne. A eso
se afiadié después una disolucién obtenida disolviendo 180 unidades de la transglutaminasa en una pequefia cantidad
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de agua (2 ml), y el coldgeno (disolucién), y los trozos de carne y la transglutaminasa (disolucién) se mezclaron bien
de forma que formaron una mezcla uniforme (0,6 unidades de la transglutaminasa y 0,006 g del coldgeno por 1 gramo
de carne).

Después, la mezcla resultante se rellené en un tubo de estuche con una anchura plegable de 75 mm, y se dej6 reposar
a 5°C durante 2 horas, con lo que se permitié que transcurriese la accién enzimadtica de la transglutaminasa. Después
de dejarla reposar, la mezcla se puso en un congelador a -40°C, para mantenerla congelada hasta su evaluacion. Como
controles, se prepararon otros tres tipos de carne de cerdo unida, repitiendo los procedimientos anteriores excepto que
se us6 un coldgeno “SCANPRO T-95” (nombre comercial), fabricado por Protein Foods A/S Co., Ltd., descrito en la
solicitud de patente japonesa abierta al publico (Kokai) n° 070961/1998, en lugar del coldgeno, y excepto que se usd
caseinato de sodio en lugar del coldgeno, o de que se us6 solamente el coldgeno sin afiadir nada de transglutaminasa (la
siguiente Tabla 2). En el caso de “SCANPRO T-95”, la cantidad de agua en la que se habia de disolver el coldgeno fue
12,6 ml, para facilitar la dispersion (7 partes en peso de agua por 1 parte en peso del coldgeno), segin la solicitud de
patente japonesa abierta al publico (Kokai) n® 070961/1998 previamente citada, y se prepar6 de la misma manera una
carne de cerdo unida. Como resultado del andlisis de composicién de aminoédcidos descrito anteriormente, “SCANPRO
T-95” tuvo un contenido del iminoécido de 20,5%.

TABLA 2

“Norland HMW Fish Gelatin” + transglutaminasa
“SCANPRO T-95” + transglutaminasa

Caseinato de sodio + transglutaminasa

“Norland HMV 1/Fish Gelatin” sola

bl o

La barra de carne de cerdo unida congelada se cort6 en rebanadas hasta un grosor de 9 mm y una anchura de
25 mm. Después de que las rebanadas se descongelasen, se midieron sus resistencias a la tracciéon. Ademds, ambas
superficies de las rebanadas se asaron en una plancha caliente para realizar el ensayo sensorial.

Los resultados se mostraran en la Fig. 3. Como se entiende de la Fig. 3, la resistencia a la traccién de la carne de
cerdo unida fue, cuando se uso el colageno “Norland HMW Fish Gelatin” que tiene un contenido del iminoédcido de
15,7%, 110 g/cm?, indicando una unién suficientemente préctica y fuerte. Aunque se obtuvo una adhesion préctica de
80 g/cm? en la unidn con el caseinato de sodio como ya se conocia convencionalmente, se obtuvo una mayor resistencia
de unién cuando se us6 el coldgeno. Por el contrario, en la unién con “SCANPRO T-95” y la transglutaminasa, y en
la unién con el coldgeno solo, no se observé una unién prictica entre los trozos de la carne. Segun la solicitud de
patente japonesa abierta al ptblico (Kokai) n° 070961/1998 mencionada anteriormente, puesto que “SCANPRO T-95”
muestra una capacidad de dispersiéon mediante el uso de agua fria, se puede afirmar que no se muestran propiedades
adhesivas cuando se usa agua a 20°C como en los procedimientos anteriores de la presente invencion, y por lo tanto
que el control de la temperatura del agua hace complicadas las operaciones. Mientras, cuando se usa el coldgeno, es
posible la unién, y se puede obtener una elevada resistencia de unién, sin ninguna necesidad particular de controlar la
temperatura del agua, en tanto que se use agua a la temperatura normal (15 a 25°C).

Ademas, cuando se asd, el alimento unido de la presente invencion no se separé de las materias alimentarias sélidas
(trozos de carne) en las interfaces unidas, dio una textura natural y dio un buen gusto y sabor a carne fresca.
Ejemplo 2
Preparacion de preparaciones de enzimas para union

Se prepararon siete (7) tipos de la preparacién de enzimas de la invencidn para unién, y que se van a usar en

los siguientes Ejemplos 3 y 4, mezclando los ingredientes en las relaciones mostradas en la siguiente Tabla 3. Debe
anotarse que, la transglutaminasa usada fue la misma que en el Ejemplo 1.
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TABLA 3
Receta Cantidades Contenido del
mezcladas iminoacido

a) ‘“Norland HMW Fish Gelatin” 60 unidades 15,7 %
Lactosa 4049
Transglutaminasa 6.000 unidades

b) Colageno procedente de piel de 60 g 16,9 %
salmon (producto de ensayo)
Lactosa 4049
Transglutaminasa 6.000 unidades

c) ‘“Gelatin AP100" 60g 21,7%
Lactosa 409
Transglutaminasa 6.000 unidades

d) “Gelatina AP100” 30g 18,7%
“Norland HMW Fish Gelatin” 30g
Lactosa 40 g
Transglutaminasa 6.000 unidades

e) “SCANPRO T-95" 60 g 20,5%
Lactosa 40g
Transglutaminasa 6.000 unidades

f)y Caseinato de sodio 60 g -
Lactosa 40g
Transglutaminasa 6.000 unidades

g) “Norland HMW Fish Gelatin” 60 g 15,7%
Lactosa 40 g

Ejemplo 3

Produccion de carne unida usando la preparacion de enzimas para union (parte 1)

Se tom6 una porcién de 3 gramos de cada uno de los 5 tipos de preparaciones de enzimas para union, (a), (d), (e),
(®) y (g), preparados en el Ejemplo 2, y se afiadi6 agua (20°C) a cada una de las porciones en una cantidad de cuatro
veces el peso de cada porcidn, para dispersar cada porcion en ella, con lo que se prepararon 5 tipos de masa parecida
a una pasta. Mediante el uso de estas pastas como aglutinantes, se prepararon carnes unidas.

Es decir, cada una de estas pastas se afiadié a 300 g de trozos pequefios (en cubos de alrededor de 2 cm) de pierna de
cerdo, y la mezcla se mezcl6 bien de forma que se dej6 que la pasta se extendiese completamente sobre las superficies
de los trozos de carne. Después, cada mezcla resultante se rellené en un tubo de estuche con una anchura plegable
de 75 mm, y se dej6 reposar a 5°C durante 2 horas, con lo que se dejé que transcurriese la reaccién de reticulacién
mediante la transglutaminasa. Después de dejar reposar durante 2 horas, las mezclas se pusieron en un congelador a
-40°C, para mantenerlas congeladas hasta la evaluacién.

Después de almacenarlas en estado congelado durante un dia, cada una de las barras de cerdo unidas se corté en
rebanadas hasta un grosor de 9 mm y una anchura de 25 mm. Después de que las rebanadas se descongelaron, se
midi6 su resistencia a la traccién en estado bruto. Adicionalmente, se pasaron ambas superficies de las rebanadas en
una plancha caliente, seguido de la realizacién del ensayo sensorial.

Los resultados se mostrardn en la Fig. 4. Como se puede observar a partir de la Fig. 4, para las preparaciones de
enzimas para unién (a) y (b) que comprenden un coldgeno que tiene un contenido del iminodcido menor que 20%
y una transglutaminasa como ingredientes activos, se observaron fuerzas elevadas de unién de un valor tan elevado
como 123 g/cm? y tan elevado como 114 g/cm?, respectivamente. Ademds, aunque se observé una resistencia de
unién practica de 84 g/cm? para la preparacion (f) que usa caseinato de sodio y una transglutaminasa, la resistencia
de unién no fue tan elevada como la observada cuando se usé coldgeno segun la presente invencién. Mientras, para la
preparacion (e) que usa un coldgeno que tiene un contenido del iminodcido mayor que 20% y una transglutaminasa, y
para la preparacion (g) que usa un coldgeno que tiene un contenido del iminodcido menor que 20% y que no contiene
transglutaminasa, no se obtuvo ninguna resistencia de unién practica.
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Ademads, cuando se aso, la carne de cerdo unida obtenida usando la preparacién de enzimas para unién de la
presente invencion no se separd en pequefios trozos unidos de carne de cerdo en sus interfaces unidas, dio una textura
natural, y dio un gusto y un sabor buenos a carne fresca.

Ejemplo 4
Produccion de carne unida usando la preparacion de enzimas para union (parte 2)

Cada uno de los siete tipos de preparaciones de enzima para union (a) a (g), preparados en el Ejemplo 2, se aplicé
uniformemente sobre una superficie de trozos pequefios de pierna de res cortada en un tamaiio de alrededor de 2 cm
con forma de cubo. Después, se pusieron en contacto dos trozos pequefios de carne entre si en las superficies en las
que se aplicé la misma preparacién de enzimas, se introdujeron en una bolsa de polietileno, y después se pusieron en
contacto entre s mediante presion con un sellador de vacio. Después de que se sellaron herméticamente a vacio, los
trozos pequefios de carne se dejaron reposar a 5°C durante 2 horas, con lo que se permiti6 que transcurriese la reaccién
de reticulacién mediante la transglutaminasa, seguido de la medicién de su resistencia a la traccién.

Los resultados se mostrardn en la Fig. 5. Como se puede entender a partir de la Fig. 5, cuando se usé un coldgeno
(gelatina) que tiene un contenido del iminodcido menor que 20% como la proteina (los casos de las preparaciones
(a), (b) y (d)), se observé una mayor resistencia de unién que la observada cuando se usé caseinato de sodio (el caso
de la preparacion (f)). Particularmente, cuando se usaron las preparaciones (a) y (d), sorprendentemente se observé
una elevada resistencia de unién. Mientras, cuando se usé un coldgeno que tiene un contenido del iminodcido mayor
que 20% (los casos de las preparaciones (c) y (e)), y cuando se usé la preparacion que usa un coldgeno que tiene un
contenido del iminodcido menor que 20% y que no contiene transglutaminasa (el caso de la preparacién (g)), no se
obtuvo una resistencia de union practica.

Aplicabilidad industrial

Mientras que un método convencional para unir materias alimentarias sélidas usando una transglutaminasa y un
coldgeno requiere la dispersion del coldgeno en agua fria y operaciones rdpidas, la presente invencién ha hecho posible
unir materias alimentarias sélidas mediante un método simple que no requiere el control de la temperatura del agua.
Ademas, la resistencia de unién lograda de ese modo no sélo es significativamente mayor que la resistencia de unién
obtenida cuando se usa un coldgeno convencional, sino también es igual o mayor que la resistencia de unién obtenida
cuando se usa una caseina que se ha conocido hasta ahora como aglutinante, y el alimento unido obtenido tiene un
buen gusto y sabor. Mediante el uso de la presente invencidn, se pueden proporcionar alimentos unidos producidos a
partir de materias alimentarias sélidas mediante un método simple a los consumidores, los cuales no tienen que tomar
caseinas debido a alergia a la leche o similar.
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REIVINDICACIONES

1. Preparacién de enzimas para unir materias alimentarias sélidas que comprende, como ingrediente activo, una
transglutaminasa, y un coldgeno en el que el total de los restos de la hidroxiprolina y prolina en el coldgeno es menor
que 20% del total de los restos de aminodcidos en el coldgeno, y/o un coldgeno que tiene un didmetro medio de
particulas inferior a 600 ym.

2. Preparacion de enzimas para unir materias alimentarias sélidas segtn la reivindicacién 1, en la que dicha trans-
glutaminasa estd contenida en una cantidad de 10 a 300 unidades por gramo de la preparacién de enzimas.

3. Método para producir un alimento unido a partir de materias alimentarias s6lidas, que comprende usar, como
aglutinante, una transglutaminasa, y un coldgeno en el que el total de los restos de la hidroxiprolina y prolina en el
coldgeno es menor que el 20% del total de los restos de aminoacidos en el coldgeno, y/o un coldgeno que tiene un
didmetro medio de particulas inferior a 600 yum.

4. Método para producir un alimento unido a partir de materias alimentarias sélidas, que comprende hacer que
una preparaciéon de enzimas segin cualquiera de las reivindicaciones 1 a 2 actie sobre dichas materias alimentarias
sélidas, en el que dicha preparacion de enzimas se afiade directamente, sin disolverla en agua o en un material liquido,
a dichas materias alimentarias sélidas.

5. Alimento unido que se ha producido a partir de materias alimentarias s6lidas mediante el método descrito en la
reivindicacién 5 6 6.
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Fig 3
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