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ResuM: L'obtencio d’ingredients alimentaris funcionals i/o nutricionals amb valor
afegit a partir de la sang procedent del sacrifici de porcs en escorxadors industrials
és una de les linies de recerca del grup de Tecnologia Alimentaria de 'Institut de
Tecnologia Alimentaria (INTEA) de la Universitat de Girona.

En el marc d'aquesta linia s’han desenvolupat diferents projectes d’investigacio
i Shan dut a terme alguns estudis per determinar el potencial d'algunes noves
tecnologies per aconseguir la millora de la qualitat microbiologica o modificacions
de les propietats funcionals de les fraccions de la sang, que permetin incrementar
el valor afegit dels derivats d'aquest subproducte alimentari.

En aquest article comentem, a tall d’exemple, alguns dels estudis realitzats en
aquest camp pel nostre grup de recerca. Larticle se centra en tres treballs concrets,
que son: 1) determinar leficacia de tractaments per alta pressio hidrostatica com a
tecnologia d’higienitzacio de les fraccions de la sang pel seu efecte en la reduccio de
viabilitat de microorganismes contaminants; 2) la modificacio d'algunes propietats
funcionals de les proteines plasmatiques mitjangant tractaments enzimatics
o induida per Uaplicacié d'alta pressié hidrostatica, i 3) la millora del procés
d’obtencio d’hidrolitzats proteics de la fraccio cel-lular de la sang mitjancant
tractaments de pressuritzacio.

Els resultats d'aquests tres estudis confirmen l'elevat potencial d’aplicacio de les
altes pressions, soles o combinades amb tractaments enzimatics, en els processos

de desenvolupament d’ingredients alimentaris i en la millora de la qualitat dels
productes.

PARAULES cLAU: Sang d'escorxador, alta pressio hidrostatica.

SuMMARY: Developing added-value nutritional or functional food ingredients from
blood coming from the slaughtering of pigs in industrial abattoirs is one of the
research lines conducted by the group of Food Technology of the Institut de
Tecnologia Alimentaria (INTEA) at the University of Girona.

In this context, we have developed different research projects that included
investigations aimed at assessing the potential of emerging technologies for
improving the microbiological quality or for inducing functional modifications on
blood derivatives, which contribute to increase the value of this food by-product.
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INTRODUCCIO

a quantitat de sang de porc
produida en un any en els
escorxadors de I'Estat es-
panyol és molt important,
representa aproximadament el 64 %
dela sang generada en el sacrifici del
conjunt de bestiar (bovi, ovi, capri i
porci) i 'any 2003 es van superar
amb escreix les cent mil tones.

La sang és un dels subproductes
d’escorxador amb major poder con-
taminant. Aix0 fa que la seva recupe-
raci6 sigui una de les mesures inter-
nes importants per reduir la carrega
organica en els efluents dels escorxa-
dors industrials i, bbviament, una
activitat essencial per garantir el bon
funcionament de les depuradores.

Tanmateix, la sang de porc, que
pot arribar a suposar fins al 5 % del
pes viu de I'animal, té un contingut
en proteina de |'ordre del 18 %, gai-
rebé tanta com la carn magra, i per
aquest motiu té moltes possibilitats
d’utilitzacié en la industria, no
només per a I'alimentacié humana
o animal, siné també en la inddstria
medica, quimica, farmaceutica, com
afertilitzant o, fins i tot, com a mate-
rial de construccio.

Aixi doncs, és molt més racional
considerar la sang com una font
important de proteina amb aplica-
cions potencials dins la mateixa
industria alimentaria i que, conve-
nientment manipulada, permetra
obtenir productes amb valor afegit
que ajudaran a rendibilitzar la inver-
si6 que requereixen els processos de
recollida i transformaci6, que no pas
com un residu que suposa una des-
pesa afegida al procés productiu a

In this article, we briefly present several examples of the work we have been
carrying out on the application of high pressure treatments in the development of
food ingredients from blood proteins. The present article is focused on three
particular studies: 1) the determination of the efficiency of high hydrostatic pressure
as a method to reduce microbial contamination of porcine blood fractions; 2) the
modification of functional properties of plasma proteins by means of enzymatic
treatments or induced by high pressure processing, and 3) the high-pressure-
induced improvement of the process to obtain protein hydrolysates from the porcine

red blood cells.

The results from these studies confirm the high potential of the application of
high pressure processing, alone or combined with enzymatic treatments, on the
development of food ingredients and the improvement of their quality.

causa de la inversi6 que requereixen
els tractaments d’eliminacié i/o dis-
minucio del seu impacte ambiental.

El marc legal que regula el pro-
cessament de la sang ha estat con-
dicionat en els darrers anys pels
esdeveniments que han tingut lloc
en materia de sanitat animal. Malal-
ties com les encefalopaties han
provocat canvis importants en la
normativa vigent i han conduit
la legislacio dels productes derivats
de sang cap a una situacié complexa.

Actualment, la utilitzaci6 de la
sang a Europa esta legislada per dues
normatives, la Directriu 77/99 CEE i
el Reglament 1774/2002 CEE. Per a
la sang d’animals no remugants, la
normativa actual estableix tres
denominacions possibles segons el
resultat de les inspeccions a que se
sotmet 'animal.

La sang que prové d’animals que
no han superat la inspecci6 ante
mortem es considera material de risc
i, en conseqiiencia, és un residu que
s’ha de destruir obligatoriament per-
que la normativa no en permet cap
aprofitament posterior.

La sang dels animals que superen
lainspecci6 ante mortem, pero que no
superen o no se sotmeten a cap ins-
peccié6 posterior al sacrifici, després
de deixar-la coagulariassecar (shade
sotmetre a un tractament d’esterilit-
zacié d'una durada minima de vint
minuts a 133 °Ci3 bars de pressi6) es
transforma en «farina de sangy.
Aquest producte esta sotmes a diver-
ses restriccionsi, totipoder ser desti-
nada a alimentaci6é animal, no pot ser
utilitzada per nodrir animals de
granja, ni es pot emprar com a ferti-
litzant de sols on aquests pasturin.

La sang dels animals que supe-
ren tant el control ante mortem com
el post mortem pot ser processada
per obtenir <hemoderivats», pro-
ductes que es poden destinar a I'a-
limentacié humana, al’animaliala
inddstria medica i farmaceutica.

FRACCIONAMENT DE LA SANG

La sang es pot separar, per centrifu-
gacio, en dues fraccions: el plasma
(que en representa el 60-70 %) i la
fraccié cel-lular (30-40 %).

El plasma obtingut de la sang és
un liquid amb el 6-8 % de proteina
d’elevat valor nutritiu i amb aplica-
cions en la industria carnia com a
enriquidor proteic. Segons Young et
al. (1973), 'index d’eficacia proteica
del plasma bovi desmineralitzat i
atomitzat (2,15) és superior al de la
caseina (1,9).

La fracci6 cel-lular separada del
plasma conté un 28-38 % de pro-
teina, de la qual el 90 % es troba en
forma d’hemoglobina. Aquesta pro-
teina té un valor nutricional afegit al
del seu contingut en aminoacids
essencials, a causa de la presencia de
ferro heminic, que s’absorbeix a nivell
intestinal entre dues i tres vegades
millor que el ferro lliure (Reizenstein,
1980) i es considera la forma biolo-
gica millor utilitzable del ferro.

PROPIETATS FUNCIONALS

A més de l'elevat valor nutricional,
les proteines de la sang tenen pro-
pietats funcionals potencialment
utils en la formulaci6 d’aliments. El
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plasma sanguini en escalfar-se
forma un gel associat a la desnatu-
ralitzacié de les molecules protei-
ques (Harper et al., 1978; Howell i
Lawrie, 1984; Cheftel et al., 1989;
Real del Sol i Martin, 1991; Parés et
al., 1998ai2000). La capacitat d ori-
ginar aquest tipus d’estructures €és
interessant en aliments degut al fet
que els gels proporcionen textura,
consisténcia i un medi que permet
retenir aigua, nutrients i aromes.

L'albimina i la globina plasma-
tiques s6n bons agents emulsio-
nants (Tybor et al., 19731 1975; Cal-
dironiiOckerman, 1982; Nakamura
et al., 1984), propietat ttil en I'ela-
boracié d’embotits, i tenen capaci-
tat escumantid’inflament (Tybor et
al., 1975; DeVuono et al., 1979; Ethe-
ridge et al., 1981; Real del Sol i Mar-
tin, 1991), que fa que puguin ser uti-
litzades com a substitut de la clara
d’ou en la formulacié de productes
de pastisseria. Segons algun d’a-
quests autors (Tybor ef al., 1975;
Raéker i Johnson, 1995), la capacitat
escumant del plasma és equivalent
ala del’albimina d’ou, malgrat que
I’escuma obtinguda a partir del
plasma és menys estable.

La incorporaci6 directa en pro-
ductes alimentaris sembla ser,
doncs, una utilitzacié racional de la
sang.

APLICACIONS DE LES NOVES
TECNOLOGIES EN EL
DESENVOLUPAMENT
D’INGREDIENTS ALIMENTARIS
A PARTIR DE SANG PORCINA

Els estudis d’aquesta linia d’investi-
gacié es van iniciar amb la caracte-
ritzacio de la sang d’escorxador des
del punt de vista fisicoquimic i
microbiologic i 'estudi de les pro-
pietats funcionals de les dues frac-
cions, plasma i fraccié cel-lular. La
caracteritzacio es va dur a terme tant
en les fraccions liquides com en els
productes en pols, després de ser
deshidratats per atomitzaci6 (Parés
etal., 1998a, 1998b, 2000; Parésiled-
ward, 2001; Parés et al., 2001; Saguer
etal., 2003, 2004 i 2005; Toldra et al.,
2002ai2002b, 12004).

Es obvi que les possibilitats d’a-
profitament de qualsevol subpro-
ducte en la industria d’aliments
destinats al consum huma estan

Lefecte de l'alta pressio sohre
els microorganismes del plasma
es fortament dependent de la
temperatura de proces

La globina de la fraccio6 cel-lular
té una gran capacitat de retenci6
d’aigua i de formar escuma, a més
de ser bon agent emulsionant i
estabilitzant a pH 5 (Tybor et al.,
1975).

El color vermell de la sang fa que
també es pugui plantejar el seu
aprofitament com a colorant natu-
ral, amb moltes menys limitacions
d’utilitzacié que les que afecten els
colorants artificials.

condicionades per la qualitat de la
materia que pretenem aprofitar. El
sistema de recol-lecci6 de la sang en
els escorxadors en determina la
qualitat microbiologica. Si bé els
sistemes que utilitzen un ganivet
higienic per extreure la sang direc-
tament del torrent sanguini per-
meten una recollida amb una con-
taminaci6 bacteriologica reduida,
en sistemes oberts, que s6n els més
ampliament utilitzats, la sang esta

exposada a muiltiples fonts de con-
taminacio.

La presencia de microorganis-
mes indesitjables a la sang és preo-
cupant tant des del punt de vista de
qualitat com de seguretat dels pro-
ductes derivats. A més, el fet que la
sang sigui un substrat ric en ele-
ments nutritius fa que es tracti d'un
entorn adequat perque aquests
microorganismes s’hi desenvolupin
rapidament (Carretero i Parés, 2000).
Amb tot aix0, i al marge de la carrega
microbiana inicial, el tempsila tem-
peratura d’emmagatzematge resul-
ten dues variables clau per disposar
d’un producte amb una qualitat més
0 menys acceptable.

Existeix un interes creixent en la
inddustria alimentaria pel processa-
ment per altes pressions com a
tecnologia per obtenir aliments tra-
dicionals o productes nous d’alta
qualitat (Mertens i Knorr, 1992, a: Bar-
bosa-Canovas et al., 1998). Les pres-
sions utilitzades en tractament d’ali-
ments (100-1000 MPa) provoquen
una varietat de canvis que inclouen
destrucci6 de microorganismes, alte-
racions d’activitat enzimatica, con-
trol de canvis de fase i alteraci6 de la
conformacié de biopolimers que
comporten canvis en les seves pro-
pietats funcionals, que poden ser
beneficiosos per la qualitat dels pro-
ductes (Galazka i Ledward, 1998).

A continuacio exposarem alguns
dels estudis que hem realitzat per tal
d’avaluar les possibilitats d’aplica-
ci6 de les altes pressions en produc-
tes derivats de sang d’escorxador.

Alta pressio hidrostatica com

a tecnologia d’higienitzacio

de les fraccions de sang

La conservacié dels aliments mit-
jancant els tractaments HHP esta
basada en diferents efectes de la
pressio sobre els sistemes biologics,
com per exemple: la permeabilitat i
la funcionalitat de la membrana de
les cel-lules, la morfologia cel-lular,
les reaccions bioquimiques i els
mecanismes genetics dels microor-
ganismes (Hoover et al., 1989; Hoo-
ver, 1993). La membrana cel-lular és
la part dels microorganismes que
es veu afectada en primer terme
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(Morita, 1975). Aquesta, després de
la pressuritzacio, normalment mos-
tra alterada la seva permeabilitat en
modificar-se la capa de fosfolipids,
fet que provoca des de danys suble-
tals ales cel-lules supervivents fins a
la lisi cel-lular.

Hem dut a terme estudis per
determinar I'aplicacié deI'alta pres-
si6 hidrostatica com a possible alter-
nativa de conservacio per tal d’ob-
tenir plasma i fracci6 cel-lular de

bona qualitat microbiologica, sense
perjudicar les seves propietats fun-
cionals. A continuacio es presenten
algunes de les conclusions més relle-
vants d’aquests estudis.

El tractament de pressuritzacio
més adequat per higienitzar la frac-
ci6 plasmatica va ser de 450 MPa
durant quinze minuts (Parés et al.,
2001). Es va observar que I'efecte de
I’alta pressio sobre els microorga-
nismes del plasma és fortament

1,8 T
=== control
1671 HP 5 °C
14 + s HP 25 °C
=== HP 40 °C
L2y
£
s 10T
3 ]
< 08+
<
06 T
04 +
NS
0.2
0 -+ t P f
0 24 48 72 96

Temps (h)

dependent de la temperatura de
procés. Tractaments de quinze
minuts a 450 MPa aplicats a 5 °C
conduien a reduccions de 'ordre del
90 % en els recomptes microbio-
logics. A 25 °C i 40 °C augmenta
I'eficacia del tractament i s’aconse-
gueixen reduccions en els recomp-
tes de 99,82 % 199,97 %, respectiva-
ment (figura 1).

A més, també es va observar una
reduccié moltimportant en la capa-
citat de creixement de la poblacié
supervivent al tractament de pres-
suritzacid. Aquesta disminucio, que
es pot veure en la figura 2, era del
50 % a 25 °C i superior al 80 %
a 40 °C. Es va comprovar que el
tractament més efectiu (450 MPa,
durant quinze minuts a 40 °C) no
provocava efectes negatius aprecia-
bles en la capacitat gelificant de la
fraccié plasmatica.

Pel que fa a I'aplicaci6 de I'alta
pressié sobre la fracci6 cel-lular, es
va observar que tractaments per
sobre de 400 MPa comportaven un
increment de viscositat que pro-
vocava un espesseiment indesitja-
ble en el producte i es va considerar
més adequat aplicar tractaments
de 400 MPa (Toldra et al., 2002a). Es
van aconseguir disminucions signi-
ficatives dels recomptes d’aerobis
mesofils (figura 3). Els tractaments
realitzats a 400 MPa, a 20 i 40 °C
durant quinze minuts van ser els
més efectius quant a la capacitat
higienitzant, i van permetre passar de
recomptes de I'ordre de 10° ufc-mL™
ales mostres control a recomptes de
102 ufc-mL™ a les pressuritzades. No
es va aconseguir incrementar sig-
nificativament l'eficacia del procés
allargant el temps de tractament
trenta minuts.

Igual que s’havia observat en el
plasma, les corbes de creixement
dels microorganismes supervivents
als tractaments van mostrar que
I'alta pressié produeix una inactiva-
ci6 considerable de la capacitat de
creixement de la microbiota conta-
minant amb temps de pressuritza-
ci6 de quinze i trenta minuts, si es
compara amb la corba de creixement
mitjana dels microorganismes pre-
sents a la FC no tractada (figura 4).
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Modificacions de funcionalitat

de les proteines plasmatiques

Una de les propietats més interes-
sants del plasma és que en escalfar-
se forma gels (Harper et al., 1978).
Un gel es pot descriure com un
estadi intermedi entre una solucié i
un precipitat amb el balanc just d'in-
teraccions proteina-proteina i pro-
teina-solvent perque es formi una
xarxa estructurada (Hermansonn,
1978). Les caracteristiques dels gels
que s’'obtenen amb el plasma san-

control

~—— HP 15 min

guini s6én comparables a les dels que
s’obtenen amb la clara d’ou, ingre-
dient molt utilitzat com a agent geli-
ficant en la formulacié de productes
de pastisseria. La gelificaci6 proteica
no tan sols s’aplica per a I'obtencié
de gels solids viscoelastics, sin6
també per millorar la retencié d’ai-
gua (Torres et al., 1997). Les propie-
tats gelificants de les proteines es
poden modificar aplicant-hi deter-
minats tractaments fisics, quimics
i/0 enzimatics.
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Les caracteristiques fisiques dels
gels proteics s6n determinades pel
tipus i nombre d’interaccions pro-
tetna-proteina. El balan¢ d’interac-
cions atractives i forces de repulsié
que es donen entre les diferents
molecules de proteina previament
desnaturalitzades determina el pro-
cés de gelificacié (Kinsella, 1984;
Mulvihill i Kinsella, 1987). Aquestes
interaccions depenen del pHidela
forca ionica (Van Kleef, 1986; Mul-
vihill i Kinsella, 1987; Xiong, 1992),
ja que provoquen canvis en la
carrega electrica de les molecules,
de la temperatura d’escalfament
(Foegeding et al., 1986ai1986b) i de
la concentracio proteica, de la com-
posicié aminoacidicai del pes mole-
cular (Shimada i Matsushita, 1980;
Kohnhorst i Mangino, 1985).

La maxima duresa dels gels
s’obté quan el pH del medi difereix
del pI dela proteina en diverses uni-
tats (Dalgleish i Hunt, 1995). En
valors de pH propers al pI es déna
un elevat nombre d’interaccions
proteina-proteina; en valors de pH
allunyats del pl les repulsions elec-
trostatiques augmenten i les inte-
raccions intermoleculars dismi-
nueixen. El valor de pH també afecta
la concentraci6 critica d’algunes
proteines per tal que es doni gelifi-
cacié. Un altre aspecte a considerar
és I'efecte del pH sobre la desnatu-
ralitzacio; les proteines sén més sen-
sibles a la temperatura quan el pH
és similar al seu pI (Wit, 1981), des-
plegant-se i exposant més facilment
zones reactives a les interaccions
intermoleculars. El pH també afecta
la reactivitat dels grups tiol i la taxa
d’oxidaci6 dels grups —SH (per for-
mar enllacos S-S) (Xiong i Kinsella,
1990).

Les proteines plasmatiques s6n
un ingredient titil per formar gels a
pH neutre o lleugerament acid, pero
la capacitat gelificant disminueix a
mesura que s'acidifica el medi (Parés
etal., 1998a). Si es considera que les
proteines plasmatiques sén amplia-
ment utilitzades per a I’elaboracio
de productes carnis, els quals tenen
un pH acid, millorar les propietats
gelificants del plasma a valors acids
de pH és un repte interessant, que el
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nostre grup ha abordat a partir de
dues estrategies diferents: tracta-
ments enzimatics i tractaments per
alta pressi6 hidrostatica.

Tractaments enzimatics

Al llarg de la historia de la industria
alimentaria s’han aplicat molts
enzims diferents per tal de modificar
les proteines. Entre els més utilitzats
s’hi troben les proteases (que frag-
menten les proteines en polipep-
tids), les peptidoglutaminases (que
desamiden proteines), i les protei-
nes quinases (que fosforilen pro-
teines). No obstant aixo, I'is de la
transglutaminasa (que transfereix
grups acil) és cada vegada més fre-
qlient a causa de les seves possibili-
tats. La transglutaminasa pot reduir
la quantitat requerida de sal i fosfat
gracies a les seves propietats lligants
(Wijngaards i Paardekooper, 1988;
Nielsen et al., 1995; Kuraishi et al.,
1997), de manera que es poden
obtenir productes reestructurats
amb una bona textura. Recentment
s’ha proposat la tirosinasa com un
enzim alternatiu a la transglutami-
nasa per millorar les propietats fun-
cionals de proteines que no li sén un
bon substrat, com les proteines del
serum de llet (Thalman i Lotzbeyer,
2002).

Com s’ha descrit anteriorment,
el plasma de la sang de porc és un
molt bon agent gelificant, pero
aquesta propietat disminueix quan
s'acidifica el medi. Hem determinat
I'efecte del pH sobre les propietats
gelificants del plasma i hem obser-
vat que a pH 5,5 els valors de duresa
icapacitat de retencié d’aigua son el
53 % i el 14 % inferiors, respectiva-
ment, als obtinguts a pH 7,5. Per
aixo, vam decidir realitzar diversos
estudis amb I'objectiu principal de
millorar la capacitat gelificant del
plasma porci a pH acid mitjancant
un tractament enzimatic amb trans-
glutaminasa microbiana (MTGasa).

La transglutaminasa és un enzim
que millora les propietats gelificants
de moltes proteines de tipus ali-
mentari, perod no hi havia referen-
cies previes sobre el tractament del
plasma sencer amb aquest enzim.
No obstant aix0, hi ha treballs que
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FIGURA 5. Duresa dels gels en funcié de la concentracié d’enzim, expressat
com a % de MTG, i del temps d’incubacié previ a la gelificacié (n = 3).

indiquen que la MTGasa permet
millorar les propietats funcionals
d’alguna de les seves fraccions pro-
teiques, com la seroalbtimina en
determinades condicions (Chan-
yongvorakul et al., 1997; Kang et al.,
2003).

Es van realitzar una serie d’expe-
riments per tal de determinar les
condicions més adequades d’actua-
ci6 de 'enzim (concentracio d’en-
zim, pH, temps i temperatura d’in-
cubacid). Els resultats obtinguts
indicaven que tant la concentracio
d’enzim assajada com el temps d’in-
cubacio afectaven significativament
les propietats gelificants del plasma
a pH 5,5; el tractament que com-
portava millores més importants
sobre la duresa (figura 5) i la capa-
citat de retencié d’aigua (figura 6)
era un 3 % MTG durant tres hores
(a30°C de temperatura d’'incubacio
ipH 7) (Saguer et al., 2005).

Sembla que la millora en la
duresa dels gels durant el tractament

enzimatic pot ser atribuida parcial-
ment al fet de mantenir el plasma
tres hores a 30 °C durant el periode
d’incubaci6; no obstant aixo, s’ha
comprovat que aquest tractament
termic no té cap efecte sobre la capa-
citat de retencié d’aigua, ja que és
I'efecte de ’enzim el que millora
aquesta propietat.

Ates que en alguns estudis en
proteines globulars s’havia observat
que els agents reductors milloren
I'activitat de la MTGasa, s’han assa-
jat també tractaments combinats
amb MTGasa i cisteina, incubats
conjuntament o bé addicionant la
cisteina després del tractament
enzimatic. Pel que fa a la duresa,
s’ha observat que els dos tracta-
ments milloren aquest parametre,
sense que 'ordre d’addici6 dels dos
productes alteri els resultats obtin-
guts; a més, els resultats indiquen
que els efectes de 'enzim i de la cis-
teina son aproximadament additius
(Saguer et al., 2004 i 2005). Tanma-
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teix, cap dels dos tractaments com-
binats va tenir efectes significatius
sobre la capacitat de retencié d’ai-
gua respecte a les mostres control
(figura 7).

Tractaments per alta pressio
hidrostatica

Molts autors han publicat els efec-
tes de 'alta pressié sobre les pro-
tefnes. La desnaturalitzacié de
proteines induida per ’alta pressio
és un fenomen complex que depen
de l'estructura de la proteina, la
pressio, la temperatura, el pH, la
forcaionicaila composicié del medi
on es trobin en solucié o suspensio
(Masson, 1992). Diversos estudis
sobre els canvis de volum de pro-
teines han mostrat que les inte-
raccions responsables de I'estabi-
litzaci6 de les estructures terciaria
i quaternaria, com les interaccions
hidrofobiques o electrostatiques,
sén les més sensibles a la pressu-
ritzacié (Balny i Masson, 1993;
Heremans, 1982 i 1992; Galazka i
Ledward, 1998). Els ponts d’hidro-
gen, que estabilitzen les estructu-
res en o-helix i fulla plegada 3 de
les proteines, i els enllagos cova-
lents es veuen poc afectats per la
pressié. Els enllacos covalents es
mantenen estables fins que la seva
formacié provoca un canvi negatiu
de volum (-10 mL.mol™), i valors
gairebé zero d’intercanvi entre
unions covalents (Mozahev, Here-
mans i Frank, 1994). Tanmateix, a
pressions al voltant de 300 MPa, els
grups sulfhidril poden oxidar-se per
formar ponts disulfur (Galazka i
Ledward, 1998).

La seroalbtiimina nativa experi-
menta un desplegament i una agre-
gacio importants en ser sotmesa a
un tractament de pressuritzacio
(Galazka, SummeriLedward, 1996)
i perdua de la seva estructura
secundaria depenent de la magni-
tud de la pressi6 aplicada (Haya-
kawa et al., 1992; Hayakawa et al.,
1994). Com que la seroalbimina
és el component principal de les
proteines del plasma (55-64 %), es
pot esperar un canvi en les propie-
tats funcionals en el plasma pres-
suritzat.
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S’han dut a terme estudis per tal
de determinar la influencia dels trac-
taments per alta pressio en la fun-
cionalitat de les proteines del plasma
amb I'objectiu de comprovar |'efecte
sobre la seva capacitat gelificantil’e-
ficacia del plasma pressuritzat com
aagent dispersant de la fase lipidica
quan s'utilitza com a emulgent, aixi
com l'estabilitat de les emulsions
que se n'obtenen (Parés i Ledward,
2001).

Amb aquest objectiu, es van
determinar les propietats emulsio-
nants i les caracteristiques dels gels
(textura i capacitat de retencio d’ai-
gua) preparats a partir de solucions
de plasma pressuritzat a diferents
pH (5,5a7,5).

Es va poder observar que la
duresa dels gels disminuia significa-
tivament quan s'incrementava la
pressio per sobre de 400 MPa i que
aquest efecte era més evident a
mesura que es disminuia el pH
(figura 8). Tanmateix, malgrat que a
600 MPa la pressuritzacio provocava
una disminuci6 molt forta de la fer-
mesadels gelsapH 6,517,5, aquesta
s'incrementava en gels a pH 5,5. Per
a tractaments de fins a 500 MPa, I'e-
lasticitat més elevada va correspon-
dre als gels a pH 7,5. També es va
poder observar que els gels de
plasma a pH 6,5 tractat a pressions
superiors als 400 MPa milloraven la
seva capacitat de retenci6 d’aigua
(figura 9).

Per altra banda, es van obser-
var canvis en el comportament
del plasma com a agent emulsionant
provocats pel tractament amb altes
pressions (figura 10). L'activitat
emulsionant més elevada es va
aconseguir en mostres tractades
a 400 MPa. A pressions superiors a
400 MPa, a mesura que s'incremen-
tava la pressid, disminuia tant I'ac-
tivitat emulsionant com 'estabilitat
deles emulsions per a qualsevol dels
valors de pH estudiats.

Actualment s’estan duent a
terme estudis que combinen el trac-
tament enzimatic i les altes pres-
sions per determinar I'efecte del
tractament combinat sobre la fun-
cionalitat de les proteines plasmati-
ques.

Efecte de les altes pressions

en el procés d’obtencio
d’hidrolitzats decolorats

de la fraccio cel-lular (FC)

El principal factor limitant per ala uti-
litzaci6 de la fracci6 cel-lular en molts
productes alimentaris és la seva pig-
mentacié vermella fosca. Conse-
glientment, si es vol emprar 'Hb com
un ingredient alimentari, és necessari
sotmetre-la a algun procés de deco-
loraci6 o a alguna manipulacié tec-
nologica per tal d’emmascarar el
color fosc que proporciona la presen-
ciadel grup hemo. En aquest context,
diversos autors han proposat dife-
rents procediments de decoloracié
de la FC, basats en la ruptura de la
unio entre els dos components de
I'Hb, per poder utilitzar la globina
decolorada com a additiu alimentari.

2,57

Duresa (N)

control 300 MPa

M pH 5,5

400 MPa

pH 6,5

Entre els diferents metodes
d’obtenci6 de globina sense color,
la hidrolisi enzimatica sembla la
millor opcié quant a 'aplicaci6
practica a escala industrial (Houlier,
1986; a: Uchman et al., 1994). Els
enzims presenten |’avantatge d'una
rapidesa de reaccié en condicions
suaus de temperaturaipH, ilaseva
especificitat per a un tipus deter-
minat d’enllac. En canvi, els tracta-
ments quimics no sén tan indicats
per a les aplicacions alimentaries
ates que les condicions de reaccié
son més agressives i les reaccions
quimiques no son tan especifiques,
i a causa de les dificultats relacio-
nades amb I'eliminacié de reactius
residuals presents al producte aca-
bat (Biotimes, 2002, Novozymes,
Novo A/S).
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Hi ha alguns estudis centrats en
procediments de decoloraci6 de la
FCmitjancant la hidrolisi enzimatica
de I'Hb amb I'objectiu d’eliminar el
grup hemo per evitar el problema de
I'enfosquiment. La hidrolisi enzima-
tica consisteix a induir ’hemolisi
dels eritrocits mitjangant un xoc
osmotic, seguit d'un tractament
amb proteases a pH i temperatura
controlats. Posteriorment, 'enzim
s’inactiva i s’obté una fraccié inso-
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400 MPa

pH 6,5

500 MPa 600 MPa
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Aa Aa
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luble que conté el grup hemo. La
fracci6 soluble esta composta pels
peptids de baix pes molecular i els
aminoacids lliures resultants, que es
poden separar del grup hemo mit-
jancant ultrafiltraci6 o centrifugacio,
per incorporar-los a productes car-
nis en forma d’hidrolitzats proteics
(Ockerman i Hansen, 1994). Aquesta
fracci6 soluble també es pot purifi-
car més amb carbé actiu i, final-
ment, concentrar-laiassecar-la. Les

condicions de tractament mantenen
quasi intactes els aminoacids i es pot
regular el grau d’hidrolisi i, per tant,
la composicié i les propietats fun-
cionals del producte final (Rodri-
guez, 1994).

Lhidrolitzat de globina es pot uti-
litzar en productes carnis (Caldironi
iOckerman, 1982) i en la fortificacio
de cereals a causa del seu elevat con-
tingut en lisina. Pot substituir fins a
un 25 % de la carn en salses i fins
aun 20 % de la clara d’ou en galetes
(barreja de plasma i hidrolitzat d’e-
ritrocits) (Wismer-Pedersen, 1988).
També té aplicacions en I'area d’ali-
mentacié animal (formulacions
antiestres d’animals de granja,
suplement per incrementar el valor
nutritiu de les dietes, dietes especials
per aanimals malalts). El grup hemo
obtingut com aresidu de la hidrolisi
es pot utilitzar en productes far-
maceutics per a persones anémi-
ques (Rodriguez, 1994).

Hem realitzat estudis per tal
d’obtenir globina decolorada i hi-
drolitzats de '’hemoglobina amb la
utilitzacié de diferents enzims pro-
teolitics (Toldra, 2002). S’han selec-
cionat els enzims més eficagos pel
que fa ala capacitat de descoloracié
del’'Hb. Enla figura 11 es pot obser-
var I'aspecte de la FC deshidratada
abans i després de ser sotmesa al
procés de descoloracio.

També s’han determinat els efec-
tes de I'aplicacio de I'alta pressié
hidrostatica sobre el procés d’ob-
tenci6 d’hidrolitzats proteics de 'Hb
(Toldra et al., 2002b). El fet que les
altes pressions indueixin fenomens
de desnaturalitzacié en I'Hb i pro-
dueixin I'activacié d’alguns enzims
ens va portar a formular la hipotesi
que el tractament de pressuritzacié
podia afavorir el procés d’hidrolisi
enzimatica de la FC.

Els resultats d’aquest estudi van
permetre establir que un tracta-
ment amb altes pressions hidrosta-
tiques incrementa 'activitat de la
tripsina sobre 'Hb quan el substrat
i’enzim es tracten conjuntament
(figura 12) i afavoreix el procés
d’obtenci6 d’hidrolitzats decolorats
a partir de la FC, la qual cosa per-
met assolir el mateix grau de des-
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coloracié amb una dosi d’enzim
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de tripsina seguida d'un tractament
amb pepsina permet ’obtencié
d’un hidrolitzat proteic d’'Hb des-
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tids majoritaris, de 10,8 i 7,4 KDa.
Val a dir que també produeix
un 60-80 % de nitrogen soluble
en TCA, constituit fonamentalment
per peptids petits i aminoacids

liures. FiGura 11. Mostres de FC no hidrolitzada (control) (A) i de I'hidrolitzat
proteic de Hb mitjanc¢ant tripsina + pepsina (B) deshidratades per
CONCLUSIO atomitzacio.
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FIGURA 12. Grau d’hidrolisi (%) de la FC no tractada (control) i dels hidrolitzats
de FC sotmesa al tractament HHP abans (HP + E) i després (E + HP) de I'addici6
dels enzims. T: tripsina, T + P: tripsina seguit de pepsina, i A: alcalasa. Les
barres d’error indiquen els intervals de confianca de les mitjanes (P = 95 %).
Les lletres mostren diferéncies significatives (P < 0,05) entre els hidrolitzats.
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