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Capitol 1 3

Capitol 1: Introduccio

1.1 Els subproductes de la industria carnia

En qualsevol procés tecnologic de conservacio i/o transformacié dels aliments, a part del
producte principal, s'obtenen una série de productes secundaris: els subproductes i
residus, que en alguns casos poden tenir un interés industrial. Els subproductes soén tots
aquells productes amb un valor economic potencial, excloent la canal i les despulles,
derivats del sacrifici de I'animal (Boorem i Weis, 1988). En canvi, es consideren com a
residus, els productes que resten després del procés industrial que per la seva naturalesa
0 per aspectes economics no es solen aprofitar. De manera que, per exemple, la sang
obtinguda per un escorxador durant el sacrifici s’ha de considerar un subproducte, mentre
gue el pel del porci generat en un escorxador és un residu (Collado, 1995). A les
industries alimentaries, especialment a les del sector carni, es generen grans volums de
subproductes i residus, els quals augmenten tant les despeses economiques derivades
del seu tractament i eliminacié, com les ambientals, ja que en la majoria dels casos es
tracta de productes amb un elevat contingut en matéria organica que cal sotmetre a varis
tractaments fisico-quimics de depuracié abans del seu abocament.

El primer objectiu de la industria carnia és I'obtencié de la canal a partir de I'animal viu a
I'escorxador. Després, a les sales de desfer i a les industries elaboradores, es produiran
les successives transformacions per obtenir la carn fresca i un ampli ventall de productes
carnis derivats (frescos, cuits, curats, fermentats, etc.). Aquestes industries generen
grans quantitats de subproductes i/o residus (Taula 1.1), amb unes caracteristiques
fisico-quimiques molt diverses que, en alguns casos, poden superar fins i tot el 50 % del
pes inicial (Ockerman i Hansen, 1994).

Es molt interessant trobar estratégies que permetin l'aprofitament i revaloracié dels
subproductes d’origen animal. En cas contrari, es perd un gran potencial alimentari i, a
més, la industria carnia té la responsabilitat d’evitar i disminuir la contaminacié. Cal doncs
aprofitar de manera racionalitzada el recurs natural que constitueixen els animals d’abast,
aixi com els subproductes que es generen de la seva transformacio industrial.

Molts dels subproductes son una font molt important de vitamines i minerals i presenten
una composicié en aminoacids semblant a la de la carn. Pero existeixen altres productes
gue competeixen amb els subproductes carnis, com les proteines de la llet i de la soja,
cereals i midons, que sovint tenen menor cost, millors propietats funcionals, i major
estabilitat i acceptabilitat per part dels consumidors (Goldstrand, 1988). Els principals
factors que influencien la utilitzacié dels subproductes sén el seu valor nutritiu,
requeriments sanitaris, que siguin competitius al mercat des del punt de vista economic i
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la seva acceptaci6 per part del consumidor. Pels consumidors, la utilitzacié dels
subproductes carnis als aliments esta relacionada negativament amb la percepcié de
qualitat. A més, la seva acceptabilitat esta determinada per factors molt complexes com
els costums, la cultura i la religi6.

Taula 1.1: Subproductes d’'origen animal i possibles aplicacions.

1. Menuts o despulles (subproductes comestibles que inclouen organs) per a consum huma.

2. Greixos comestibles per a la fabricacié6 de margarines, productes de pastisseria, dolgos i
xiclets.

3. Ossos provinents de desossat mecanic per fabricar sopes, botons, manecs de ganivets,
farines d'ossos, diferents varietats de ceramica o utilitzats en el refinat del sucre.

4. Sang per a consum huma o per fabricar farines de sang, adhesius o fertilitzants.
5. Renina per a la fabricacié de formatges.

Intestins per tripes d’embotits, cordes d'instruments musicals, material de sutures
quirdrgiques.

7. Gelatina per a productes de pastisseria, rebosteria i gelateria.

8. Substancies terapeutiques: hormones, albumina, bilirrubina, epinefrina, insulina, extractes
hepatics, pepsina, testosterona, tromboplastina, timocrescina i tiroxina.

9. Pinsos compostos (generalment molt rics en proteines i substancies minerals) per a
ramaderia, gossos, gats i aquicultura.

10. Pells i cuirs. Péls per a brotxes, catifes, aillaments i equipaments esportius. Plomes per a
aillaments, coixins, articles esportius i pinsos per a animals.

11. Llana i extractes de lanolina.

12. Greixos no comestibles de multiples usos industrials (fabricacié de pneumatics, lubricants,
insecticides i germicides).

13. Fertilitzants i adobs.

Font: American Meat Institute, 1958; Levie, 1976; citat per Ockerman i Hansen (1994).

Ockerman i Hansen (1994) descriuen varis requeriments que han de complir els
subproductes d’origen animal per poder utilitzar-los: (1) existencia d’'un procés comercial
practic per poder convertir el subproducte animal en un article aprofitable per a la
indastria; (2) obtencié del subproducte en quantitat suficient en un lloc determinat, de
manera que el seu processament sigui economic; (3) existencia d’'un mercat potencial o
real pel producte final; (4) existéncia d’algun procediment tecnologic de conservacio
adequat que permeti 'emmagatzematge del subproducte abans i després de processar-
lo; i (B) existencia d'operaris especialitzats per treballar en aquest tipus d’industries.
Tanmateix, la dificultat d’assolir aquests requeriments fa que en molts casos la
transformacio i reutilitzacié d’alguns subproductes no sigui del tot viable.
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1.2 Lasangdeporc

La sang és el medi intern de I'organisme encarregat del transport d’oxigen i nutrients cap
als diferents teixits i cel-lules, i de I'eliminacio dels metabolits, i representa al voltant del
3,5 % dels animals vius. Conté substancies amb activitat biologica que poden contribuir
en la neutralitzacié d’agents toxics, altres de funcié immunologica, aixi com enzims i
hormones. La sang esta composada principalment per aigua i proteina. Esta formada per
una substancia intercel-lular, el plasma, i per diferents tipus de cel-lules en suspensié que
formen la fracci6 cel-lular.

De la sang sencera es poden obtenir diferents fraccions en funcié de si se li addicionen
substancies anticoagulants o no (Figura 1.1). El procés de fraccionament de la sang, per
separar el plasma de la fraccio cel-lular, consisteix en centrifugar la sang sencera, a la
qual, previament, se li ha addicionat algun agent anticoagulant, essent els més freqiients
I'acid citric o el citrat sodic i els polifosfats. Tanmateix, en abséncia d’anticoagulants, a
partir de la sang coagulada, es pot obtenir el serum, que és I'equivalent al plasma, pero
sense la presencia del fibrinogen i de precursors dels factors de la coagulacio.

sang sencera
|

sense anticoagulant amb anticoagulant
sérum sang coagulada plasma fraccié cel-lular
Hemoglobina estroma

T

cél-lules fibrina grup Hemo globina

Figura 1.1: Diferents fraccions de la sang (Ranken, 1980).

La sang és una de les fonts de proteina més valuosa i infrautilitzada que genera la
industria carnia (Ledward i Lawrie, 1984). A la Taula 1.2 es presenta la composicio de la
sang i de les seves fraccions. El plasma sanguini, que representa aproximadament entre
el 55 el 65 % de la sang, esta composat principalment per aigua (entre un 90 i un 91 %);
la resta es correspon majoritariament a les proteines plasmatiques: globulines, albumines
i fibrinogen. La fraccié cel-lular (entre el 35 i el 45 % de la sang) té un contingut en
humitat del 65 % i 'hemoglobina representa el 90-91 % del seu extracte sec total (35 %);
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la resta de la proteina i els lipids formen part de I'estroma dels eritrocits. També cal
considerar el contingut en ferro del grup hemo de 'hemoglobina.

Taula 1.2: Composicio de les fraccions de la sang (en g-100 g'l).

Component Sang sencera Sérum Plasma Fraccio cel-lular
(66% de la sang) (60% de la sang) (40% de la sang)

Aigua 80,8 91,2 90,8 60,8
Sals minerals 0,9 0,8 0,8 11
Greixos 0,2 0,1 0,1 0,4
Proteines: 17,0 7,5 7,9 351
Albumina 2,2 3,3 3,3 -
Fibrinogen 0,3 - 0,4 -
Globulina 2,8 4,2 4,2 -
Estroma 1,7 - - 51
Hemoglobina 10,0 - - 30,0
Altres substancies 1,1 0,4 0,4 2,6

Font: Ranken (1980).

1.3 Revaloracié i aprofitament de la sang

Quan els animals d’abast es transformen en la canal a I'escorxador, es generen grans
guantitats de sang. Segons la FAO, I'any 2001 es van sacrificar aproximadament uns 36
milions de caps de porci a I'Estat Espanyol; suposant que el volum de sang que es recull
és d'uns 2,5-3 L per porc, es van produir unes 97.000 tones de sang de porc. La sang és
un dels subproductes amb més poder contaminant, amb una DBOs de 250.000 mg-L™ i
una DQO de 375.000 mg-L™ (Tritt i Schuchardt, 1992) i, per tal de reduir la carrega
organica en els efluents dels escorxadors industrials, €s essencial recuperar-la. A la
Taula 1.3 es citen les possibles aplicacions o vies d’aprofitament de la sang en diferents
sectors industrials, per exemple: com additiu en productes alimentaris, alimentacio
animal, laboratoris, usos medics i farmacologics, com a primera materia en algunes
industries i com a fertilitzant.

Fins fa poc, la major part de la sang produida als escorxadors de I'Estat espanyol s’ha
estat utilitzant com a suplement proteic en la fabricacié de pinsos compostos en forma de
farines de sang. Tanmateix, des de l'any 2000, arran dels problemes sanitaris
d’encefalopatia espongiforme bovina (EEB o BSE), han aparegut noves reglamentacions
sanitaries pels pinsos que contenen proteines d’origen animal. L'Ordre APA/1556/2002,



Capitol 1 7

del 21 de juny (BOE numero 151, del 25 de juny de 2002), estableix el sistema de control
per assegurar la correcta eliminacio i la tragabilitat de la destinacié dels subproductes
generats a la industria carnia, com a mesura de proteccié contra les encefalopaties
espongiformes. Com a consegliéncia, actualment, i fins que no aparegui una nova
reglamentacid menys restrictiva, existeix una prohibicié temporal de I'is de proteines
animals elaborades al territori de la Uni6 Europea per a lalimentacido d’animals de
producci6; els subproductes i les despulles generats en la cadena alimentaria carnia
s’han de tractar com a residus especials, s’han de retirar i sotmetre a tractaments de
destruccio, i els materials especificats de risc (MER) s’han d’excloure de la cadena
alimentaria. En aquest context, sembla que algunes de les possibles aplicacions de la
sang estan actualment limitades, perd hem de considerar que la sang esta considerada
com un producte de baix risc, com la llet i la carn. Per tant, esta totalment justificat el fet
de trobar alternatives viables que permetin la seva revaloracio, sempre i quan es puguin
obtenir productes finals amb bones caracteristiques higienico-sanitaries.

Taula 1.3: Aplicacions de la sang.

Aliments Agent emulsionant, estabilitzant, gelificant, clarificant, colorant,
component nutricional, substitut de la clara d’ou.

Pinsos compostos  Suplement de lisina, estabilitzador de vitamines, substitut de la llet,
component nutricional.

Fertilitzants Revestiment de llavors, estabilitzant del pH del sol, components
minerals.

Laboratoris Medis de cultiu, peptones, albumines, globulines, esfingomielina,
catalasa.

Medicina Proves bioquimiques d’aglutinacié, immunoglobulines, técniques de

fraccionament, factors de coagulacio, material de sutures quirdrgiques,
fibrinogen, derivats de fibrina, serotonina, plasminogen, additius del
plasma.

Altres sectors Adhesius, finalitzadors pel cuir i teixits, coadjuvants d’insecticides,
extintors per a incendis, fabricacié de ceramica i plastics, formulacions
base de plastics i cosmetics.

Font : De Divakaran (1980; citat per Ockerman i Hansen, 1994).

Des de I'any 1982 existeix una empresa (APC Europe) a la comarca del Vallés Oriental
gue gestiona la recollida, tractament i aprofitament de la sang procedent d’escorxadors de
Catalunya i d’alguns de I'Estat espanyol. Han desenvolupat I'obtenci6é i comercialitzacio
de varis productes a partir de la sang que tenen aplicacions en el sector alimentari,
cosmetic, farmacologic, dietétic i agricola.

El principal problema que comporta la utilitzacié de la sang per a I'alimentacié humana és
'elevada contaminacié microbiologica que aquesta presenta. La sang a linterior dels
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animals sans és esteril, perd durant el procés de sacrifici i dessagnat es sol barrejar amb
aigua de rentat que regalima per I'animal i amb la bruticia de I'exterior de la pell proxima
a la zona del tall de dessagnat. Aquest fet provoca un augment considerable de la
carrega microbiologica, arribant a una contaminacié de lordre de 10° ufc-mL* de
microorganismes aerobis mesofils viables (Gill, 1988; Parés, 1995), i condiciona
negativament la seva possible utilitzaci6 com a primera materia de la industria
alimentaria.

1.3.1 Sistemes de recollida de la sang a I’escorxador

Un dels principals factors que influencien el grau de contaminacié microbiologica de la
sang obtinguda a l'escorxador és el sistema de recollida utilitzat. En funcié del
procediment utilitzat es poden diferenciar dos tipus de sang de diferent qualitat: la sang
veterinaria i la sang higiénica (Rodriguez, 1994).

1.3.1.1 Sang veterinaria

Es la sang obtinguda mitjancant el dessagnat normal amb ganivet, recollida en banyeres
on es sol barrejar amb substancies estranyes (orins, aigies de rentat, excrements, etc.)
gue presenten una elevada carrega microbioldgica contaminant i, per tant, fa que aquesta
no es pugui utilitzar com a primera matéeria per a I'alimentacio humana. La sang recollida
per aquest métode (sistema obert), també anomenada sang zootecnica, és la que fins a
I'aparicié de les restriccions per a I'is dels subproductes d’origen animal s’havia estat
destinant a l'elaboracié de pinsos compostos per a l'alimentacié animal en forma de
farines de sang, pero ara és recollida per empreses autoritzades per a la seva destruccio.

1.3.1.2 Sang higiénica

Es la sang recollida directament del flux sanguini de I'animal, amb la qual es pot obtenir
una sang neta, exempta de qualsevol altre producte i amb una carrega microbiologica
molt baixa, tedricament de I'ordre de 10 ufc-mL™ (Gill, 1988), pero a la practica tampoc és
aixi. D’aquesta manera s’aconsegueix un producte amb un valor afegit superior. Aquest
tipus de recollida es fa amb un ganivet tubular de fulla balmada o trocar, del qual surt un
tub que va directament, o passant per un bescanviador de calor, cap a un diposit
refrigerat (Figura 1.2). Addicionalment, aquest ganivet pot estar provist d’'un dispositiu que
permet afegir 'anticoagulant durant el procés de recollida de forma simultania (Wismer-
Pedersen, 1988).
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Figura 1.2: Sistema de recollida higienica de la sang d’escorxador (Wismer-
Pedersen, 1988) i detall del ganivet utilitzat (Ockerman i Hansen, 1994).

Tot i que el producte final recollit amb el sistema higiénic o tancat té un valor afegit molt
més gran que el de la sang recollida de forma convencional pel sistema obert, i una
gualitat microbiologica i unes caracteristiques fisico-quimiques aptes per a la seva
utilitzacié en alimentacié humana, no existeixen gaires escorxadors que utilitzin aquest
meétode. Aquest sistema s'utilitza principalment en escorxadors de bovi dels Estats Units.
El principal problema de la utilitzacié de ganivet balmat és que el procés de dessagnat és
més lent i fa disminuir la velocitat de la linia de sacrifici, fet que provoca una disminucio
del rendiment del procés, especialment en el cas del porci, on el volum de sang que es
recull és molt inferior al de la linia de bovi. Aquest sistema presenta altres inconvenients,
com les possibles perdues d'algunes parts de la canal en porci, donat que el ganivet pot
malmetre I'espatlla de I'animal, i que, a la practica, la qualitat microbioldgica obtinguda
tampoc és la teorica.

Per aguests motius, a I'estat espanyol molts escorxadors apliquen un sistema de recollida
obert modificat, que consisteix en prendre una série de mesures higieéniques com son:
desinfectar peridodicament la zona de dessagnat, addicionar immediatament
'anticoagulant, refrigerar rapidament la sang i emmagatzemar-la en condicions de
refrigeracio fins al moment de la recollida.
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1.3.2 Valor nutritiu de la sang

La sang és un producte amb un valor nutricional semblant al de la carn magra, amb un
elevat contingut en proteines, al voltant del 15 % que, a més, tenen un valor biologic
considerable. El valor biologic (BV) d’'una proteina és un parametre que permet avaluar la
qualitat de les proteines alimentaries, i es defineix com la fraccié de nitrogen retingut en
'organisme pe al creixement i el manteniment de la sintesi cel-lular (Robinson, 1991). Les
proteines de la sang presenten tots els aminoacids essencials per a la nutrici6 humana
(Tybor et al., 1975). Un aminoacid o qualsevol altre component de la dieta és essencial
per a 'home i els animals, en primer lloc, quan aquests no el poden sintetitzar i, en segon
lloc, quan és necessari com a component de la dieta, per si mateix o per un dels seus
derivats metabolics, per dur a terme les funcions metaboliques i el creixement normal.

La sang sencera és una font important de ferro i de lisina. Conté aproximadament uns
30 mg-100 ¢* de ferro, mentre que la carn de vedella o la de porc en presenten 2,6 i
1,6 mg-100 g™, respectivament (Gorbatov, 1988). L’alt contingut en lisina fa que la sang o
les seves proteines siguin un excel-lent complement per augmentar el valor biologic dels
productes fabricats a partir dels cereals, els quals sén deficitaris en aquest aminoacid
(Young et al., 1973; citat per Satterlee, 1975). L'addici6 de tan sols un 2 % de proteines
del plasma en pols al pa, augmenta un 15 % el seu contingut en proteina i
aproximadament un 75 % de lisina en relacio a les quantitats d’aquests compostos abans
de I'addicié (Ockerman i Hansen, 1994). Cal destacar, pero, que la sang és deficient en
els aminoacids essencials isoleucina i metionina (presents en elevada quantitat a les
carns vermelles), fet que no ha de suposar una limitacio, doncs aquesta sang normalment
s'afegira a altres productes alimentaris com a suplement proteic o per la seva
funcionalitat.

1.3.3 Propietats funcionals de la sang

Les propietats funcionals dels components dels aliments son totes aquelles propietats no
nutricionals que influencien la utilitzacié d’'un ingredient en un producte alimentari. La
major part de les propietats funcionals tenen influéncia sobre les caracteristiques
organoleptigues de laliment, especialment la textura, perd també determinen el
comportament fisic dels aliments o dels ingredients durant el processat,
emmagatzematge i preparacio i, per tant, afecten a la qualitat i I'acceptabilitat dels
aliments (Pomeranz, 1991). Les propietats funcionals de les proteines son propietats
fisico-quimiques, dependents de I'estructura primaria, secundaria, terciaria i quaternaria, i
es poden classificar en tres grans grups: les propietats d’hidratacio (interaccions proteina-
aigua), com l'absorcid, capacitat de retencié d’aigua, inflament, dispersabilitat, solubilitat i
viscositat; les propietats dependents de les interaccions proteina-proteina, com la
precipitacio i la gelificacio; i les propietats de superficie, entre les quals cal destacar les
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capacitats escumant i emulsionant (Cheftel et al., 1989). A la Taula 1.4 es poden veure
les principals propietats ftincionals de les proteines de la sang. Aquestes propietats
funcionals determinaran les possibles aplicacions de les proteines de la sang. El plasma
es pot utilitzar en productes que consisteixen en, o contenen, elements en un sistema
gelificat per la calor (com per exemple salsitxes); per contra, la globina, que presenta una
molt bona capacitat d’'inflament amb l'aigua, es pot utilitzar en sistemes fluids i viscosos
que han de romandre fluids després de l'escalfament o per les seves propietats
escumants i emulsionants (Ranken, 1980).

Taula 1.4: Propietats funcionals de les proteines de les fraccions la sang.

Propietat funcional Proteines del Plasma Globina
Solubilitat bona bona a pH inferior a 6
Inflament amb aigua pobre molt bona
Viscositat baixa mitjana

(alta després de I'escalfament)

Capacitat emulsionant mitjana bona
Estabilitat de I'emulsié bona bona a pH inferior a 6
(menor en preséncia de sal) (millor en presencia de sal)
Capacitat escumant bona molt bona
Formacié de gels molt bona a T2 3 70°C, la forca del no forma gels, forma una crema
gel incrementa amb 'addicié de 0 pasta espessa
sal

Font : Ranken (1980).

1.4 Fraccio plasmatica

La fraccio plasmatica de la sang és un liquid amb un 78 % de proteines d'alt valor
nutritiu; albamines, globulines i fibrinogen. A diferéncia d'altres fonts de proteina d’origen
animal, el plasma practicament no conté colesterol i proporciona un elevat contingut en
proteina carnia als derivats als quals s’incorpora. Pel que fa a les seves propietats
funcionals, cal destacar la capacitat de formar gels per escalfament, la formacio d’escuma
i una excellent capacitat emulsionant. Les propietats gelificants del plasma son
semblants a les de la clara de I'ou, fet que el converteix en un possible additiu per millorar
la textura i el rendiment de productes carnis, postres i productes de pastisseria i
rebosteria. La seroalbumina i la seroglobulina també so6n bons agents emulsionants. Si es
compara la capacitat emulsionant del plasma amb altres additius, és inferior a la de la
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caseina, pero superior a la de la farina de soja i a la de les proteines carnies (Ockerman i
Hansen, 1994). S’ha proposat la utilitzacié del plasma com a substitut de la clara de I'ou
en productes de pastisseria, donat que les proteines plasmatiques presenten una
capacitat escumant comparable a la de l'albimina d'ou, malgrat que l'estabilitat de
'escuma obtinguda sigui inferior (Parés, 1998).

1.5 Fraccio cel-lular

A la Taula 1.5 es pot observar la composicié quimica de la fraccio cel-lular de la sang de
porc. La fraccio cel-lular o corpuscular de la sang esta composada principalment pels
eritrocits o céel-lules vermelles (Figura 1.3), que tenen una forma de disc biconcau i que
son els responsables del transport dels gasos (oxigen i dioxid de carboni) i, en menor
proporcio, pels leucocits (cél-lules blanques) i els trombaocits (plaguetes) que intervenen
en els fenomens de la coagulacio.

Taula 1.5: Composicié quimica de la fraccio cel-lular de la sang de porc.

Components (g-lOOg'1 de sang de porc)
Aigua 62,56
Solids totals 37,44
Hemoglobina 32,68
Altres proteines 1,92
Sucres -
Colesterol 0,049
Lecitina 0,346
Greix -
Acids grassos 0,006
Fosfor als acids nucleics 0,010
Sodi -
Potassi 0,496
Oxid férric 0,159
Calci -
Magnesi 0,015
Clor 0,147
Fosfor total 0,206
Fosfor inorganic 0,165

Font: Adaptat de Gorbatov (1988).

Els eritrocits contenen majoritariament I'hnemoglobina (Hb), que és la proteina més
abundant de la sang, ja que representa entre un 60 i 70 % de la proteina total de la sang
sencera (del 11 al 17 %) i practicament la totalitat (quasi el 90 %) del contingut en
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proteina que conté la fraccié cel-lular (del 35 al 38 %). La fraccio cel-lular es pot sotmetre
a un tractament d’hemolisi per trencar els eritrocits i, d’aquesta manera, es pot recuperar
I'Hb en forma de concentrat i, per centrifugacio, es pot separar I'estroma (paret cel-lular),
gue consisteix en una matriu semblant a una esponja composada fonamentalment per
lipoproteines.

A

EJames A. Sullivan www.cellsallve.com

Figura 1.3: Fotografia SEM dels eritrocits de la
fraccio cellular de la sang (Sullivan, J.A®, a:
http://www.cellsalive.com).

15.1 L’hemoglobina

L’hemoglobina (Hb), proteina responsable del color vermell de la sang, és una
macromolecula d’estructura complexa amb un pes molecular de 68.000 Daltons. L'Hb
dels vertebrats esta formada per quatre subunitats polipeptidiques: dues cadenes alfa i
dues beta (a, b,), disposades de forma esferica en I'espai. Cada polipeptid (globina) conté
un grup prostétic, el grup hemo, una molécula macrociclica anomenada protoporfirina que
té un atom de ferro, localitzat en una especie de butxaca rica en residus apolars i unit a la
part proteica (Figura 1.4).

El grup hemo és el pigment respiratori de la molécula i el responsable de la coloraci6 de
I'Hb, que depén Unicament i directa de I'estat d’oxidacié d’aquest pigment. EI grup hemo
consta d’'una part organica i un atom de ferro. La part organica, la protoforfirina, esta
formada per quatre grups pirrolics units entre si en forma d’anell. L'atom de ferro esta
lligat a 5 atoms de nitrogen, dels quals 4 pertanyen al centre de I'anell porfirinic, i el
cinqué a la histidina F8 de la globina; el sisé enlla¢ de coordinacié queda disponible i pot
fixar molécules com O,, CO, i H', mentre que el ferro roman bivalent (Fe"). El ferro
heminic pot estar en estat d’oxidacié ferros (Fe*) o ferric (Fe™) i les formes
corresponents de I'Hb s’anomenen ferroHb (Hb-Fe*") i ferriHb (Hb-Fe®"), respectivament
(Figura 1.5). La ferriHb també s’anomena metaHb. Només la ferroHb pot captar oxigen
(Stryer, 1995).
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Grup Hemo
= (Fe-protoporfirina IX)

Figura 1.4: Diagrama esquematic de I'hemoglobina mostrant I'estructura dels grups
hemo associats. Les cadenes a soén grogues, les cadenes b blaves i els grups hemo
vermells (Stryer, 1995).

Hb-Fe* oxigenacio (0O,) O, Hb-Fe*
ferrohemoglobina oxihemoglobina
porpra vermell intens

metahemoglobina
marré

oxidacié oxidacié
reduccio reduccio
Hb-Fe®*

Figura 1.5: Formes de I'hemoglobina en funci6é de I'estat del grup hemo i
de la concentracié d’oxigen, mostrant el color caracteristic de cadascuna.

La globina i el grup hemo representen el 94 i el 6 %, respectivament, de I'Hb i el grup
hemo conté al voltant d'un 9 % de ferro (Ranken, 1980). Es precisament el pigment hemo
el que pot conferir una intensa pigmentacio vermella-marronosa als productes alimentaris
als quals s’addiciona I'Hb, fet que ha condicionat negativament les possibilitats d'utilitzar
la fraccié cel-lular a la industria alimentaria. A més, I'addicié de la fraccié cel-lular pot
conferir al producte final un flavour a sang que moltes vegades resulta desagradable per
als consumidors (Wismer-Pedersen, 1988). Per evitar el problema de I'enfosquiment cal
aplicar una série de tractaments de descoloracid. En aquesta direccid, s’han
desenvolupat diferents alternatives basades en el trencament de la unié entre els dos
components de I'Hb i la posterior separacio del grup hemo per recuperar la globina

(Corcuff et al., 1985).
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1.5.2 Valor nutritiu de ’'hemoglobinai la globina

El contingut en aminoacids essencials de I'Hb i la globina es mostra a la Taula 1.6. Les
variacions entre les diferents globines es deuen al tipus de metodologia utilitzada per al
seu aillament. Tant I'Hb com la globina sén excel-lents fonts de leucina i lisina. El
contingut en altres aminoacids essencials (fenilalanina, triptofan, treonina i valina) supera
els requeriments proposats per la FAO. Pero, com ja s’ha exposat anteriorment en el cas
de la sang, els aminoacids limitants s6n la metionina i la isoleucina. Malgrat aix0, com
gue s'utilitzara per augmentar el valor nutritiu de productes que ja contenen proteina, o
per les seves propietats funcionals, aquesta deficiencia no suposa cap inconvenient.

Taula 1.6: Composicid en aminoacids essencials de I'hemoglobina i la globina, obtinguda per
diferents métodes (g-100 g'l) (Wismer-Pedersen, 1988).

Aminoacid  Hemoglobina Globina® Globina® Globina ¢ r?ueril;?]!r?ﬁ:g)
Nens  Adults
Isoleucina 0,58 0,33 0,17 0,44 3,7 1,8
Leucina 13,36 11,40 13,3 13,78 5,6 2,5
Lisina 8,26 6,85 8,2 8,94 7,5 2,2
Metionina 0,92 0,76 1,4 0,76 d -
Cistina 0,73 0,61 0,5 0,64 - -
Aminoacids
amb S totals 1,65 1,37 1,9 1,40 3,4 2,4
Fenilalanina 6,49 5,77 54 6,79 3,4 2,5
Tirosina 2,21 1,70 2,3 1,48 3,4 2,5
Treonina 3,15 2,43 54 3,00 4.4 1,3
Triptofan 1,90 1,60 ND 0,90 0,5 0,7
Valina 8,82 6,94 8,7 10,24 4,1 1,8

% Globina aillada amb acetona segons Kuppevelt et al. (1976).

® Globina aillada amb carboximetilcel-lulosa (CMC) segons Sato et al. (1981).
¢ Globina segons Wismer-Pedersen (1987).

4 ho establert.

ND: no determinat.

1.5.3 Propietats funcionals de I’'hemoglobinai la globina

L’'Hb és una proteina de gran solubilitat i presenta una elevada activitat emulsionant
(Nakamura et al., 1984) i capacitat de desenvolupar escumes estables (Wismer-
Pedersen, 1988). La capacitat escumant de la globina i I'estabilitat de I'escuma és major
gue la del plasma (Tybor et al., 1975) i relativament estable enfront les variacions de pH i
la concentraci6 de sal. Sense el grup hemo, la globina és menys resistent que I'Hb a la
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calor i als agents desnaturalitzants, com els solvents organics o el pH acid utilitzats en els
processos de descoloracio. La consequiéncia més desfavorable és la drastica disminucio
de la solubilitat que experimenta la globina a intervals de pH dentre 6,5 i 9, més
accentuada en preséncia de sal. Aquesta disminucioé de solubilitat també repercuteix en
una menor capacitat escumant i emulsionant.

A diferencia de les proteines del plasma, la globina no forma gels per escalfament, essent
una caracteristica molt interessant si es vol utilitzar en productes carnis; perd presenta
una elevada capacitat d'inflament que confereix una consistencia cremosa en el producte
guan una dispersié de globina al 10 % s'escalfa a 80°C. També presenta una gran
capacitat de retencidé d’aigua, propietat desitjiada en molts productes carnis cuits. Una
altra possibilitat és la utilitzaci6 combinada de la globina i el plasma sanguini, ja que en
presencia d'un 1 % de sal formen un gel més ferm que el plasma sol a pH 5-5,4 (Wismer-
Pedersen, 1988).

1.5.4 Utilitzacié de la fraccioé cel-lular

Tradicionalment la FC s’ha utilitzat en molts paisos per a I'elaboracié de productes tipics
com botifarres negres, morcilles o pastissos de sang, perd només es destina a la
produccié d’aquests tipus de productes una petita proporci6 de I'Hb disponible,
desaprofitant-ne una gran quantitat. EI gran potencial de la fraccio cel-lular a la industria
alimentaria resideix en el seu elevat contingut en proteina i en la seva funcionalitat.

El principal camp d'utilitzacié de la globina son els productes carnis, perd també cal
considerar altres aplicacions. A causa del seu elevat contingut en lisina, es pot utilitzar
per I'enriquiment de cereals com el blat i el blat de moro. La globina també es pot utilitzar
combinada amb el plasma per substituir I'ou en I'elaboracié de galetes i d’altres productes
de pastisseria (Wismer-Pedersen, 1988). Altres aplicacions possibles es troben en el
camp de I'alimentacié humana, com a font de ferro i aminoacids essencials i en la nutricio
animal, on diversos autors han suggerit I'obtencié d’hidrolitzats proteics a partir de I'Hb.

També es pot utilitzar en petites quantitats per millorar el color d’alguns productes carnis.
Ranken (1980) cita la conversio de I'Hb a nitrosil Hb i a carbonil Hb, compostos que es
poden utilitzar per proporcionar coloracié vermella en multiples aplicacions, sobretot en
embotits, donat que la nitrosil mioglobina és el pigment responsable del color dels
productes carnis curats com el pernil. Aquesta possibilitat €s molt interessant en aquells
paisos en els quals no estan permesos els colorants vermells artificials.

Quant al pigment hemo, obtingut com a residu en la hidrolisi de I'Hb, ja hem descrit que
es pot aprofitar com a colorant alimentari d’origen carni, pero d’aquest es pot recuperar el
ferro hémic, el qual pot tenir molt bones aplicacions farmacologiques en el tractament de



Capitol 1 17

'anémia, doncs segons Rodriguez (1994) i Wismer-Pedersen (1988) aquest s’absorbeix
més facilment, fins i tot de dos a tres vegades meés, que quan es déna en forma de sals
de ferro o de ferro lliure.

1.6 Objectius generals i estructuracio del treball

Els objectius generals del treball que es presenta fan referéncia a les diferents
possibilitats de revaloraci6 i aprofitament de la fraccio cel-lular provinent de la sang de
porc d’escorxadors industrials. El treball s’ha estructurat en 4 capitols que tenen diversos
objectius concrets.

El Capitol 2 esta basat en I'aplicacié del procés de deshidratacio per atomitzaciéo com a
una tecnologia viable per conservar la fraccio cel-lular. Els objectius concrets d’aquesta
part del treball son, en primer lloc, determinar les condicions optimes d’aplicacié del
procés de deshidratacio a la fraccié cel-lular; en segon lloc, caracteritzar el producte en
pols obtingut des del punt de vista fisico-quimic i microbiologic, i, finalment, determinar
l'activitat de l'aigua (a,) i les isotermes de sorci6 de la fraccié cel-lular deshidratada per
tenir informacio sobre les possibilitats de conservacié del producte durant el periode
d’emmagatzematge.

Al Capitol 3 s’estudiaran les possibilitats d’evitar I'enfosquiment oxidatiu que pateix la
fraccid cel-lular durant la deshidratacio per atomitzacié en el cas que aguesta es vulgui
utilitzar com a un agent colorant d’origen natural i alhora com a ingredient nutricional i/o
funcional en productes alimentaris, ja sigui com a una font important de proteina amb
bones propietats funcionals i/o un suplement de ferro organic. S’estudiara si I'addicio de
diferents substancies antioxidants i/o segrestants del ferro tenen un efecte protector i
estabilitzant del color de I'hemoglobina durant la seva deshidratacié i el posterior
emmagatzematge.

Els objectius del Capitol 4 sén estudiar la viabilitat de I'aplicacio de les altes pressions
hidrostatiques com a una tecnologia no termica per higienitzar la fraccio cel-lular
previament al procés d’assecament i aixi disminuir I'elevada contaminacié microbiologica
gue aquesta presenta. Es determinaran les millors condicions d’aplicacié del tractament
amb altes pressions a la fraccio cel-lular, basant-nos en els seus efectes sobre la
microbiota contaminant i sobre algunes caracteristiques funcionals. Un cop fixades les
millors condicions de pressuritzacié, s’estudiaran les diferents propietats funcionals de la
fracci6 cel-lular tractada per alta pressio hidrostatica i deshidratada per atomitzacio.

Els objectius del Capitol 5 sén I'obtencié d’hidrolitzats proteics descolorats a partir de la
fraccié cel-lular, amb la finalitat que es pugui addicionar a productes alimentaris com a
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ingredient nutricional i/o funcional, sense que proporcioni coloracié vermella-marronosa o
fosca als productes als quals s’incorpori. S’assajaran diferents enzims proteolitics i
s’avaluara la seva eficacia en I'obtencié d’hidrolitzats descolorats. També s’estudiaran els
efectes de l'aplicacio del tractament amb altes pressions hidrostatiques sobre el procés
d’obtencié d’hidrolitzats proteics de la FC. Finalment, es determinaran les condicions de
deshidratacio per atomitzacio de I'hidrolitzat descolorat d'Hb i les caracteristiques fisico-
quimiques, microbiologiques i les propietats funcionals dels hidrolitzats proteics d’Hb
deshidratats per atomitzacié.
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Capitol 2: Conservacié de la fraccid6 cel-lular
mitjancant la deshidratacid6 per atomitzacié i
caracteritzacio del producte en pols.

2.1 INTRODUCCIO

El métode de conservacié d’eleccid per aplicar a un determinat producte sera aquell
procediment que sigui viable tant economicament com tecnica, és a dir, dependra del
tipus de producte a conservar, de la seva naturalesa i del valor afegit que se’n derivara
després del seu processament industrial. La sang, i en especial la fraccié cel-lular, és un
medi idoni per al desenvolupament dels microorganismes ja que té una composicié molt
diversa i una activitat de l'aigua elevada. Per tant, és important escollir un procés
tecnologic de conservacio segur des del punt de vista higienic i sanitari; que garanteixi la
seva qualitat (nutritiva, organoléeptica i funcional) durant el periode d’emmagatzematge,
distribucid i transport; i economic, doncs es tracta d’'un subproducte.

Martin Yero et al. (1995) fan una revisié dels métodes de conservacié mes utilitzats en el
tractament de la sang. Els processos que s’apliquen a la sang destinada a I'alimentacio
animal (sang veterinaria) es solen basar en la utilitzacié de conservadors quimics, com el
bisulfit sodic, amoniac, acids clorhidric, fosforic i sulfaric, o la combinacié d’alguns
d'aquests. Per a la sang destinada al consum huma (sang higiénica) i/o les seves
fraccions, els processos més utilitzats son la refrigeracio i la congelacié, encara que la
deshidratacié ocupa un lloc destacat per diversos motius que s’exposaran més endavant.
La congelacié del plasma es sol fer amb un bescanviador de rodets o de tambors. La
superficie dels cilindres esta entre -10 i -40 °C i, després de la congelacio, la superficie es
rasca amb unes ganivetes i s'obtenen una espécie de flocs. El plasma també es pot
congelar amb congeladors de plaques, amb els quals s’obtenen unes peces en forma de
blocs. També s’ha suggerit I'addicié d’acid lactic per coagular i conservar la sang, la
utilitzacié d’agents antimicrobians com I'acid sorbic i el propionic (Ockerman i Hansen,
1994) i l'addici6 de bacteris de l'acid lactic com a cultius bioprotectors per a la
conservacio de la sang (Morgan, 1985; Pinel, 1985). Al nostre grup s’esta portant a terme
una altre linia de recerca que té com a objectiu principal desenvolupar un sistema de
bioconservacio de la sang d’escorxadors industrials amb bacteris lactics (Zamora, 2000).

De totes maneres, el sistema més utilitzat per conservar les fraccions de la sang durant
periodes llargs de temps és la deshidratacio. El plasma, a causa del seu elevat contingut
en aigua (90 %), es sol concentrar previament a la deshidratacio per raons economiques.
La concentraci6 es sol fer per evaporacio, encara que els sistemes de concentracié per
membranes (ultrafiltraci6 i osmosi inversa) mantenen més intactes les seves
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caracteristiques nutritives i funcionals. Després es deshidrata per atomitzaciéo o en llit
fluiditzat, ja que son els processos de deshidratacio que produeixen menys modificacions
de les propietats funcionals. La fraccié cel-lular, amb un contingut en aigua del 65 %, és
un producte concentrat i es pot deshidratar sense la necessitat d'una concentracio prévia
(Ockerman i Hansen, 1994).

La deshidratacié €s un metode de conservacio que es basa en la disminuci6 de I'activitat
de l'aigua dels aliments, fins a nivells que impedeixen ['activitat microbiologica i que
disminueixen al minim les reaccions quimiques i enzimatiques de deteriorament, sense la
necessitat d'utilitzar refrigeracio durant el transport i el periode d’emmagatzematge
(Brennan, 1989). També comporta una disminucio de les despeses d’'emmagatzematge i
distribucio a causa de la disminucio de pes i volum dels aliments deshidratats.

En els processos de deshidratacio es produeixen dos fenomens relacionats entre si, la
transferencia del calor sensible i del calor latent d’evaporacié des del fluid calefactor cap
al producte humit, i la transferéncia de massa, al mobilitzar-se I'aigua en forma de vapor,
des de la superficie del producte cap al medi. Entre les capes del producte es creen
gradients de temperatura i del contingut en aigua, que tendeixen a equilibrar-se
mitjancant la transferéncia de calor des del medi assecant cap a les zones més fredes, i
la migracio d’aigua des de la capa més freda cap a la zona més calenta (Martin Yero et
al., 1995). La transmissi6 de calor en un procés de deshidratacio es pot produir
basicament per dos mecanismes: per conveccio de l'aire calent, o bé per conduccié a
través d’una superficie calenta de bescanvi.

La deshidratacié per atomitzacio, polvoritzacié o nebulitzacio (spray drying) és un dels
processos tecnoldgics més utilitzats per deshidratar productes liquids. Aquest
procediment consisteix en polvoritzar un liquid en forma de petites gotes (esprai) per
augmentar la superficie de transferéncia de calor; quan aquest entra en contacte amb un
flux d’aire calent (de 150 a 300°C), que actua com a fluid calefactor i alhora com a
vehiculador, es produeix una deshidratacid quasi instantania de les gotes del producte.
L’aire calent només cedeix el calor latent de vaporitzacié al producte, mentre que aquest
guasi que no augmenta sensiblement de temperatura, amb la qual cosa es minimitza el
dany térmic sobre els components del producte i, per tant, el valor nutritiu, les
caracteristiques organoléptiques iles propietats funcionals dels productes deshidratats
per atomitzacio es conserven bastant intactes.

Existeixen diferents tipus d’atomitzadors dissenyats especificament per a cada producte
alimentari, pero estan destinats a aquells aliments o productes que es puguin atomitzar,
és a dir, liquids o fluids de baixa viscositat com la llet, el serum de la llet, el café, extractes
de te, purés i extractes de carn i peix, extractes de llevat, ous liquids, alguns sucs de
fruita, colorants i aromatitzants, i proteines d'origen animal i vegetal, com per exemple les
del plasma o de la fraccio cel-lular de la sang.



Capitol 2 23

Els components principals dun deshidratador per atomitzaci6 sén: [I'atomitzador
propiament dit, que nebulitza el producte en forma de gotes petites; una cambra de
deshidratacio, on es produeix la transferéncia de calor i de matéria; un dispositiu per a
'escalfament de l'aire; i un sistema de ventilacié que permeti la circulacié de l'aire i el
transport de la pols des de I'entrada de la cambra cap al recipient de recollida. Les
particules deshidratades, suspeses en el flux d'aire, es dirigeixen cap a un equip de
separacidé, normalment un ciclé-separador, connectat a la sortida de la cambra que, per
diferéncia de densitat, permet separar i recuperar el producte deshidratat en forma de
particules en pols del flux d’aire humit, recollir-les i envasar-les, o sotmetre-les a altres
tractaments com la instantaneitzacio, que permet obtenir productes amb una molt bona
capacitat de reconstitucié o rehidratabilitat (Brennan, 1996), com és el cas de les llets en
pols, cacaus i cafés instantanis.

La trajectoria i la velocitat de particules en pols a través del sistema determinen el temps
de deshidratacid, que sol ser molt rapid, generalment entre 1 i 10 segons. Aquesta
caracteristica, minimitza la possibilitat de coagulaci6 de les proteines i altres
modificacions indesitjables produides per la calor en els sistemes classics de
deshidratacié, que es tradueixen en una disminucio de la solubilitat i del valor nutritiu dels
aliments deshidratats (Martin Yero et al., 1995). El grau de deshidrataci6 i el temps
necessari per dur a terme el procés depenen de la temperatura de I'aire, del coeficient de
transferencia de calor i de la superficie de transferéncia de calor i, per tant, del diametre
de les gotes (Toledo, 1991).

2.2 OBJECTIUS

El present capitol t¢ com a principals objectius la determinacio de les condicions del
procés de deshidratacid per atomitzacido de la fraccié cellular de la sang de porc
d’escorxador i la caracteritzacid fisico-quimica i microbioldogica del concentrat
d’hemoglobina en pols obtingut després del tractament tecnologic.

Per determinar les condicions del procés de deshidratacié per atomitzacié de la fraccié
cellular es planteja estudiar I'efecte de la temperatura de deshidratacié sobre el grau de
deshidratacié assolit i sobre la funcionalitat del producte, determinant el contingut en
humitat, la solubilitat proteica i I'estabilitat termica de la proteina de mostres de fraccio
cel-lular deshidratades per atomitzaci6 a diferents temperatures.

Pel que fa a la caracteritzacio6 fisico-quimica i microbiologica, els objectius sén: coneixer
la composicié quimica del producte final; avaluar les seves caracteristiques fisiques i
bioquimiques, aixi com la seva qualitat microbiologica, ambdés importants parametres a
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tenir en compte si es vol utilitzar la fraccié cel-lular en pols com a ingredient en productes
alimentaris; i, finalment, determinar les isotermes de sorcio del producte en pols.

a) Per a la caracteritzaci6 microbiologica de la fraccid cel-lular s’han plantejat dos
objectius concrets:

« Estudiar si el tractament d’hemolisi de la fraccid cel-lular amb ultrasons i la
posterior centrifugacié produeix una disminuci6 de la contaminacio
microbiologica de la sang.

= Determinar la contaminacio general i investigar la presencia d’algunes espécies
de microorganismes especifics a la fraccio cel-lular hemolitzada i a la fraccié
cel-lular en pols, per observar si el tractament de deshidrataci6 té un efecte de
disminuci6 de la carrega microbiana.

b) Els objectius de la caracteritzacio fisico-quimica de la fraccio cel-lular en pols sén:

« Determinar la composicid quimica de la fraccié cel-lular deshidratada per
atomitzacio.

= Mesurar i caracteritzar de forma objectiva el color de la fraccio cel-lular després
de la deshidratacio.

c) Determinar les isotermes de sorci6 de la fraccié cel-lular en pols i ajustar les dades
de sorci6 obtingudes de forma experimental a un model matematic per coneixer la
relacié entre el contingut en aigua i I'activitat de I'aigua del producte, de manera que
ens permeti obtenir informacié sobre I'estabilitat microbioldgica i bioquimica del
producte deshidratat durant el periode d’emmagatzematge.

2.3 MATERIAL | METODES
2.3.1 Disseny experimental

Per dur a terme els objectius exposats del present capitol es varen realitzar una serie
d’experiments que es resumeixen a continuacio:

a) Obtencio de la fraccié cel-lular hemolitzada

Es van recollir deu mostres de sang de porc que, després de la centrifugacio per obtenir
la fraccio cel-lular (FC), es van dividir en cinc aliquotes, cadascuna de les quals es va
hemolitzar préviament a la seva deshidratacio per atomitzacid. Per escollir el sistema que
utilitzariem per hemolitzar la FC es van realitzar uns assaigs previs per determinar
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I'eficacia de la fragmentacié mecanica i del tractament mitjancant ultrasons, observant el
grau d’hemolisi assolit en les mostres de FC fresca al microscopi després de cada
tractament.

b) Determinacié de les condicions del procés tecnologic de deshidratacié per
atomitzacio

Per establir les condicions més adequades d'operacié pel procés de deshidratacié del
concentrat d’hemoglobina (FC hemolitzada) per atomitzacié es varen dur a terme dos
tipus d’experiments:

= Determinacio del cabal optim d’alimentacié del producte a la cambra de deshidratacio.

« Investigacio dels efectes de la temperatura utilitzada en el tractament tecnologic sobre
les caracteristiques fisico-quimiques i funcionals del producte final. Les deu mostres
diferents de FC hemolitzades es van deshidratar per atomitzaci6 amb diferents
temperatures de l'aire i, posteriorment, es varen analitzar el grau de deshidratacié
assolit, el manteniment de la solubilitat proteica i I'estabilitat térmica del producte en
pols obtingut.

c) Caracteritzacié microbiologica de la fraccié cel-lular

Es varen dur a terme dos tipus d’assaigs microbiologics sobre cadascuna de les deu
repeticions de FC:

« Per una banda, es va estudiar si el tractament amb ultrasons i posterior centrifugacio
gue aplicavem a la FC fresca produia una disminucié de la contaminacié
microbiologica general de la primera materia.

= L’altre tipus d'assaig fou la determinacié de la contaminaci6é general i de la preséncia
d’algunes especies de microorganismes especifics a la primera matéria (la FC
hemolitzada abans de la deshidratacid) i a la FC en pols, per observar si el tractament
de deshidratacié per atomitzacio tenia un efecte de disminucid de la carrega
microbiana.

d) Caracteritzacié fisico-quimica de la fraccio cel-lular hemolitzada deshidratada
per atomitzacio

Una vegada descrites les condicions més optimes d'operacié per deshidratar per
atomitzacio la FC hemolitzada varem determinar la composicié quimica del producte en
pols (contingut en humitat, proteina, greix i sals minerals) i les seves coordenades de
color per tal de caracteritzar bioquimicament i fisica el nostre producte després del procés
tecnologic. Aquests estudis es van realitzar sobre deu mostres de FC en pols.
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e) Determinaci6é de I'activitat de I'aigua i de les isotermes de sorci6é de la fraccio
cel-lular hemolitzada deshidratada per atomitzacio

Per determinar I'activitat de l'aigua i les isotermes de sorcié de la FC deshidratada per
atomitzacid es van utilitzar tres mostres de FC hemolitzada que havien estat
deshidratades per atomitzacio a les condicions d’'operacio establertes. Les mostres es
van escollir a I'atzar i es van identificar com A, B i C.

2.3.2 Procedénciade les mostres de sang

Les mostres de sang de porc es varen recollir en un escorxador industrial de la comarca
del Gironés. Aquest escorxador utilitza un sistema d'atordiment amb dioxid de carboni i un
dessagnat vertical. El sistema de recollida de la sang es tracta d'un sistema obert
modificat perqué aplica una série de mesures higiéniques després de la seva obtencid. La
sang es recull en una pila de sagnat, immediatament se li addiciona una solucié
anticoagulant de citrat sodic al 0,4 % (p/v), es refreda rapidament mitjancant un
bescanviador de calor i s'emmagatzema en un diposit en refrigeracio (5°C) fins que és
recollida diariament per una empresa especialitzada.

Les mostres de sang van ser recollides en ampolles de vidre estérils. La sang provenia de
l'aixeta inferior del diposit d'emmagatzematge, i es va rebutjar sempre el primer broll
contingut en l'aixeta ja que possiblement estava més contaminat microbioldogicament. El
transport de la sang fins al laboratori es va fer en bosses isotérmiques, proveides
d’acumuladors termics, per tal de no trencar la cadena del fred i evitar el seu possible
deteriorament.

2.3.3 Obtencié de lafraccié cel-lular hemolitzada en pols

En aquest apartat es descriuen els diferents tractaments que es varen aplicar a la sang
de porc provinent de l'escorxador per obtenir la FC hemolitzada i deshidratada per
atomitzacio.

2.3.3.1 Obtenci6 de lafracci6 cel-lular

La FC es va obtenir per fraccionament de la sang mitjangcant centrifugacio i posterior
decantacié de la fraccié plasmatica. Les mostres de sang es van centrifugar a una
velocitat de 2530 x g (Sorvall RC-5C Plus, Dupont Co., Newton, Connecticut, U.S.A.)
durant 15 minuts i a una temperatura d’entre 5 i 10°C.
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2.3.3.2 Hemolisi de la fracci6 cel-lular

La FC conté aproximadament un 90 % de la proteina en forma d'hemoglobina (Hb). Per
poder extreure aquesta Hb de linterior dels eritrocits i aprofitar-la, s’ha de produir un
trencament de la membrana cel-lular. Per tant, abans del procés de deshidratacio, la FC
es sotmetia a un procés d’hemolisi dels globuls vermells.

Existeixen diferents métodes fisics i quimics per hemolitzar la FC. La lisi de les
membranes cel-lulars es pot induir per diferencia de pressié osmotica, per fragmentacio
mecanica 0 mitjancant ultrasons. En el nostre cas, I'nemolisi per diferencia de pressio
osmotica es va descartar doncs suposaria una dilucié i, en conseqgléncia, un menor
rendiment en el procés de deshidratacié, aixi com un elevat cost energétic. Es varen
realitzar una série de proves preliminars per determinar l'eficacia de la fragmentacio
mecanica i de I'aplicacio dels ultrasons per hemolitzar els eritrocits.

La fragmentaci6 mecanica de I'estroma mitjangcant un homogeneitzador de ganivetes
Polytron PT 3000 (Kinematica AG, Littau, Suissa) no produia una hemolisi generalitzada,
possiblement perque el sistema no permetia que la totalitat del volum assajat entrés en
contacte amb les ganivetes de I'eix agitador.

Hemolisi de la fraccio cel-lular per ultrasonicacio

L’aplicacio dels ultrasons és un tractament molt utilitzat per lisar cel-lules, per exemple per
extreure enzims intracel-lulars. A les industries alimentaries els ultrasons s'utilitzen amb
diferents finalitats tecnologiques: homogeneitzacié i emulsificacio, com a procés de
conservacio per la seva capacitat de destruccié de microorganismes, desgasificacio de
liquids, tenderitzacid del teixit carni, millora de les reaccions de polimeritzacio i
despolimeritzacio, envelliment de vins i licors i tractaments de neteja, entre d’altres.

La sonicacié es basa en l'aplicaci6 d’ultrasons, ones vibratories similars a les ones
sonores de frequiéncia de més de 16 kHertzs. L'aplicacio dels ultrasons en un fluid déna
lloc a un fenomen anomenat cavitacio. La cavitacio és la capacitat que tenen els ultrasons
de formar i destruir cavitats en un liquid. Les cavitats, que poden estar buides o contenir
gas o vapor al seu interior, es produeixen per variacions de pressio al fluid. Les bombolles
van incrementant el seu volum a mida que augmenta la pressio al seu interior, fins a
arribar a pressions de varies mils datmosferes (Carlin, 1972). Quan la pressio és
suficientment elevada com per produir el colapse i trencament de les bombolles
(implosio), es produeixen unes ones de xoc, responsables de la destruccio de la
membrana cel-lular. L'efecte de la cavitaci6 esta potenciat per un increment de
temperatura i de pressio que els ultrasons causen a linterior de les cél-lules i que
debiliten la seva membrana cel-lular. L'eficacia d'un tractament amb ultrasons depén
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principalment de parametres ambientals, com el pH, la temperatura, la forca ionica del
medi de suspensio i el temps d’exposicio.

Aixi doncs, després del fraccionament de la sang, es va procedir a induir 'hemalisi dels
eritrocits mitjancant ultrasonicacié. L’aparell utilitzat per ultrasonicar la FC va ser una
sonda de laboratori LabSonic U (B. Braun-Biotech, S.A., Melsungen, Alemanya). Es varen
assajar diferents condicions del tractament, regulant la poténcia i el temps d’aplicacié, per
determinar quin d’ells permetia la maxima eficacia sense que la mostra augmentés
sensiblement de temperatura. Les proves es varen realitzar sobre aliquotes de 250 mL de
FC, mantenint les mostres en repos durant intervals d’'un minut entre cada tractament i
tenint la precaucié de realitzar-ho sobre un bany de gel per contrarestar el possible
escalfament produit pels ultrasons.

Per determinar l'eficacia de I'hnemolisi es varen observar les mostres al microscopi
després de cada tractament. Les condicions d’ultrasonicacié assajades varen ser les
seguents:

a) Quatre periodes de 2 minuts a 100 W de poténcia, amb 1 minut de descans entre
tractaments.

b) Tres periodes de 2 minuts a 100 W de poténcia, amb 1 minut de descans.

c) Tres periodes de 2 minuts a 75 W de potencia, amb 1 minut de descans.

Els tres tractaments assajats produien de forma oOptima el trencament de la membrana
dels eritrocits, pero en el segon i especialment en el primer, 'augment de temperatura era
sensiblement major, mentre que en el tercer l'escalfament de la mostra era
menyspreable. Per aquesta rad, el tractament amb ultrasons de tres periodes de 2 minuts
a 75 W de potencia, amb 1 minut de descans entre ells, va ser I'escollit com a métode per
a produir I'hnemolisi de la FC de la sang de porc previament a la seva deshidratacié per
atomitzacié. Després de la ultrasonicacio, per tal de separar els components de les
membranes (estroma) del concentrat d’Hb de linterior de les cél-lules lisades, la FC
hemolitzada es va centrifugar a una velocitat de 20900 x g, durant 30 minuts i a una
temperatura d’entre 15 i 20°C.

2.3.3.3 Deshidratacio per atomitzacié de la fraccio cel-lular hemolitzada

La FC hemolitzada es va deshidratar per atomitzacié en un equip de laboratori Spray-
Dryer SD-05 (Lab-Plant Ltd., Huddersfield, West Yorkshire, Anglaterra), 'esquema del
gual es mostra a la Figura 2.1. El sistema d’atomitzacié o nebulitzacié es tracta d’'una
tovera a pressid, amb un desbloquejador per evitar que s’obturi l'orifici de sortida de
I'injector (de 0,5 mm de diametre), en el qual el liquid és injectat a pressio fent-lo passar a
través d’'un orifici de diametre molt petit o estrangulament; la diferéncia de pressio entre
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I'exterior i I'interior provoca I'aspersi6 del liquid en forma de gotes. En aquest equip el flux
d’aire calent i l'alimentacié del producte es produeixen en la mateixa direccio i laire
s’escalfa mitjangant una resisténcia eléctrica.

Alra comprimit
[i {Desbiloguajadar) ?f_..\m
A4 F=————= Aire comprimit U
{Alemilzador)
Fiux aire calent

—

Injectar-nebulitzador de
tovera a pressio

Conduccio ds sortida
d'aire | vapor d'aigua

Cambra de -
deshidratacio

Ciclé separador

Tub col.lector

Recipient d& racollida
de! producte

Figura 2.1: Esquema de l'equip de deshidratacié per atomitzacio
(LabPlant Spray Dryer SD-05).

2.24 Determinacio de les condicions del procés de deshidratacio per
atomitzaci6 de la fraccio cel-lular hemolitzada

Pel que fa als parametres de deshidratacio, es varen fixar el flux de l'aire i la pressio del
compressor a les condicions maximes que permetia I'equip, essent 64 cm®*h™ i 2 bars,
respectivament, i es van assajar diferents condicions del tractament tecnologic, regulant
les variables del procés que tenen una influencia més directa sobre el grau de
deshidratacio, tenint en compte també altres parametres de qualitat del producte final.



30 Deshidratacié per atomitzacié

Es varen fer unes proves preliminars per determinar el cabal optim d’alimentacié del
producte, provant a 0,52; 0,9; 1,36 i 1,8 L-n™, essent el cabal de 0,9 L-h™ el que permetia
la correcta aspersié de la FC i, per tant, I'atomitzacid, obtenint un diametre de particula
optim per a la deshidrataci6. Amb cabals inferiors s’obtenien particules en pols de
diametre massa petit que no es podien recuperar a través del cicldé, mentre que cabals
superiors no permetien una correcta deshidratacié del producte.

Un cop fixats el flux de l'aire, la pressié del compressor i el cabal d’alimentacié de la
bomba es van assajar diferents temperatures de deshidratacié per atomitzacio del
concentrat d’Hb per optimitzar el procés tecnologic. Les temperatures del flux de l'aire
d'entrada utilitzades varen ser: 120, 130, 140, 150 i 160°C i les de sortida oscil-laven
entre 55 a 75°C, en funcié de les d’entrada. A la Figura 2.2 es mostra el diagrama de flux
del procediment seguit en aquest estudi per obtenir les diferents mostres de FC en pols.
Totes les mostres de FC en pols es van envasar en recipients de plastic esterils tancats
immediatament després de la seva deshidratacio, i es van emmagatzemar a temperatura

ambient.
sang de porc + anticoagulant
CENTRIFUGACIO 2528 xg /15’ / 5-15°C
|—> plasma
FRACCIO CELUL-LAR
HEMOLISI PER ULTRASONS 3,pe”°des de2’a75W
* 1’ descans
CENTRIFUGACIO | 50900 x g /30" / 15-20°C
concentrat d’HEMOGLOBINA
DESHIDRATACIO PER ATOMITZACIO inlet 140°C
§ outlet 65°C

HEMOGLOBINA en pols

[ ENVASAMENT

Figura 2.2: Diagrama de flux del procés tecnoldgic d'obtenci6 de la FC
hemolitzada (concentrat d’Hb) deshidratada per atomitzacio.
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Per a la determinacio de les millors condicions de deshidratacié de la FC hemolitzada per
atomitzacio, es varen avaluar diferents parametres que ens permetien determinar la
qualitat final de les mostres en pols i la seva estabilitat durant el periode
d’emmagatzematge, aixi com la determinacié del grau de desnaturalitzacié proteica
produida pel tractament tecnologic. Es varen avaluar el contingut en humitat i la solubilitat
proteica de mostres de FC deshidratades per atomitzacié en diferents condicions de
temperatura. També es va dur a terme una analisi calorimétrica, amb la técnica DSC, de
la FC fresca i de la FC en pols, per estudiar I'efecte del tractament tecnologic sobre
l'estabilitat de I'Hb.

2.2.4.1 Contingut en humitat

El contingut en humitat de la FC fresca hemolitzada i de la FC deshidratada a diferents
temperatures es va determinar com el percentatge de pes perdut per dessecacio de les
mostres a l'estufa a 102 £ 2°C fins assolir pes constant (ISO R-1442). Totes les
determinacions es varen fer com a minim per duplicat. Es va utilitzar una estufa de
dessecacio per conveccid natural (Selecta) i una balanca analitica de 0,1 mg de precisio
(Sartorius, model Basic).

2.2.4.2 Solubilitat proteica

La solubilitat proteica de la FC hemolitzada i deshidratada es va determinar mitjangant la
tecnica descrita per Morr et al. (1985) que consistia en pesar 0,5 g de FC en pols, amb
precisi6 d’'un mg, en un vas de 100 mL i dissoldre-la en 40 mL d'aigua destil-lada
mitjancant agitacioé constant. La solucio s'ajustava a pH 7,5. Un cop obtinguda la dispersié
completa de la mostra, es deixava en agitacié durant una hora amb un agitador magnetic,
evitant que es produis vortex. La dispersio es transferia a un flascé volumétric de 50 mL i
s’enrasava amb aigua destil-lada. La dissolucié es centrifugava a 20000 x g durant 30
minuts a temperatura ambient i es recollia el sobrenedant.

Finalment, es va determinar el contingut en proteina del sobrenedant pel metode Kjeldahl
(veure apartat 2.2.6.1). Per calcular el percentatge de solubilitat proteica es va determinar
la relacié entre el contingut en proteina del sobrenedant respecte el de proteina total de la
FC (determinat pel métode Kjeldahl).

2.2.4.3 Analisi calorimeétrica per DSC

Per obtenir informacio sobre el grau de desnaturalitzacio proteica patida durant el procés
de deshidratacié per atomitzacid, es varen estudiar les propietats téermiques de la FC
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fresca, la FC en pols i d'un patré6 d'Hb de sang de porc mitjancant la técnica DSC
(Diferential Scanning Calorimetry). L’analisi calorimetrica diferencial ens va permetre
comparar les propietats térmiques de la FC fresca i/o dels patrons d’'Hb de sang de porc
amb la FC deshidratada per atomitzacio, aixi com observar les diferéncies entre les
mostres deshidratades en funcié de la temperatura de deshidratacio.

Aquesta &cnica es basa en la mesura de la diferéncia d’entrada d’energia entre una
substancia i un material de referencia en funcié de la temperatura, mentre la substancia i
el material de referéencia estan sotmeses a un programa d’escalfament controlat. L'aparell
mesura I'energia necessaria per mantenir un balang nul de temperatura entre la mostra i
la referéncia (Ma et al., 1990). L'analisi calorimetrica permet mesurar propietats fisiques
de diferents substancies i detectar transicions de primer ordre relacionades amb
modificacions de [l'estructura nativa de les molecules, com per exemple la
desnaturalitzacio proteica o la gelificacio del mido. Els tractaments termics indueixen
canvis en l'estructura nativa de les proteines que poden conduir a una agregacio dels
polipéptids desnaturalitzats per formar una espécie de coagul o un gel.

El fenomen de desnaturalitzacié térmica es pot detectar com un pic endotérmic als
termogrames DSC, doncs el trencament dels ponts d’hidrogen intramoleculars és una
reacci6 endotérmica. En canvi, l'agregaci6 o el trencament de les interaccions
hidrofobiques sén de naturalesa exotérmica. Per tant, el valor de I'entalpia (DH), calculat a
partir de l'area del pic endotermic de transicio, pot donar una estimacio de I'energia
termica necessaria per desnaturalitzar la proteina. A partir dels termogrames també es
pot determinar la temperatura en la qual es produeix la desnaturalitzacié (Td) que es
correspon amb la temperatura del pic de transicié. Aquests dos parametres ens permeten
obtenir informacié dels efectes dels diferents tractaments tecnologics sobre els
components dels aliments (Arntfield et al., 1990).

Els estudis dels parametres calorimétrics es van realitzar amb un instrument DSC 30
Mettler (Mettler-Toledo, S.A.E., Suissa) amb nitrogen liquid. Les temperatures i energies
es van calibrar mitjangcant un patré de zenc, indi i plom, sota les mateixes condicions
d’operacié que les mostres sotmeses a estudi. Es van assajar aliquotes de 100 nlL de
mostres de FC fresca, FC en pols (deshidratades per atomitzacié a diferents
temperatures) i d'un patré d’Hb de sang porcina (Sigma Chemical Co., St. Louis, USA),
les dues ultimes reconstituides al 35 % (p/p), contingudes en capsules d’alumini de 150
nL tancades herméticament a pressio. Les capsules de referencia contenien un volum
d'aigua destil-lada equivalent al contingut en humitat de les mostres (65 niL) amb la
finalitat d'obtenir una linia de base recta. Les analisis calorimétriques de cada mostra es
varen fer com a minim per triplicat, escalfant des de 30 a 100°C i amb una velocitat
d’escalfament de 3°C per minut (Parés et al., 1998a).
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Dels termogrames obtinguts, es va calcular I'area del pic de transici6 endoteérmic,
mitjangant integracio, utilitzant una linia de base recta, a partir del qual varem determinar
la variacié de I'Entalpia de transicié del procés de desnaturalitzacio proteica OH) en
Joules per gram de mostra. També es va obtenir la temperatura de desnaturalitzacio
proteica (Td) de les diferents mostres, considerant que es corresponia amb la
temperatura en la qual es donava el minim del pic endotérmic dels termogrames.

2.2.5 Caracteritzacié microbiologica de la fraccio6 cel-lular

La caracteritzacio microbiologica es va dur a terme sobre 10 mostres diferents de FC
fresca, FC hemolitzada per ultrasonicacid, i FC hemolitzada i deshidratada per
atomitzacio a 140°C (10 repeticions). Totes les determinacions microbiolodgiques es varen
fer el mateix dia que es recollien i processaven les mostres i es van realitzar en una
cabina de flux laminar Telstar BV-100 (Telstar S.A., Terrassa, Barcelona).

Per a cadascuna de les mostres, es van fer una série de dilucions decimals que es van
creure pertinents per a cada grup o espécie de microorganisme estudiat, tenint en compte
també la tecnica utilitzada per sembrar. Aquestes dilucions es van fer amb Aigua de
Triptona M* (Oxoid Ltd., Basingstoke, Anglaterra).

2.2.5.1 Recompte de microorganismes aerobis mesofils viables

Es van sembrar, per la técnica de la sembra en massa, 1 mL de les dilucions pertinents
en el medi de cultiu de recompte general no selectiu Base Agar Sang " (Oxoid Ltd.,

Basingstoke, Anglaterra) liquat i temperat. Les plaques es van incubar en una estufa de
cultiu a 31 + 1°C durant 48 hores i posteriorment es procedia al recompte de les colonies
crescudes en el medi, tant en l'interior com en la superficie.

ML, Aigua de Triptona (TW, Oxoid CM 87) composicio (g-L'l)
pH:7,5+0,2 Triptona 10
Clorur sodic 5

M2. Base Agar Sang (BAB, Oxoid CM 55) composicio (g-L'l)
pH: 7,3 +0,2 Pols “Lab-Lemco” 10,0
Peptona 10,0

Clorur sodic 5,0

Agar 15,0
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2.2.5.2 Recompte de Staphylococcus aureus

Es va realitzar per la técnica de sembra en superficie en medi Baird Parker ™ (Oxoid
Ltd.) amb un suplement d’emulsio estéril de Rovell d’ou i Tel-lurit potassic (Oxoid Ltd.), de
0,1 mL de les dilucions pertinents i es va disseminar amb una nansa de Digralsky esteril.
Un cop sembrades les plaques es varen incubar a 37°C durant 48 h. Finalment es
procedia a la lectura de les colonies sospitoses. Les colonies de S. aureus son rodones,
convexes, de 2-3 mm de diametre, negres, brillants, envoltades d’'una zona opaca i han
creat un halo transparent de lipolisi al seu voltant.

2.2.5.3 Recompte de Clostridis sulfit reductors

Amb una pipeta es van inocular en profunditat 1 mL de cada dilucié en un tub que
contenia 10 mL del medi de cultiu selectiu Agar Sulfit-Polimixina-Sulfadiacina " (Difco
Lab., Detroit, USA) i s'afegia aproximadament 1 mL de vaselina esteril per aconseguir
condicions d’anaerobiosi. Els tubs es van incubar a 37°C durant 48 h i el recompte es va
realitzar a les 24 i a les 48 h. Les colonies de clostridis s'observen de color negre per la
precipitacié de sals de sulfur de ferro.

M3. Agar Baird Parker (BP, Oxoid CM 275) composicié (g-L™)
pH: 6,8 £ 0,2 Triptona 10,0

Pols “Lab-Lemco” 5,0

Extracte de llevat 1,0

Piruvat sodic 10,0

Glicina 12,0

Clorur de liti 5,0

Agar 20,0

Addicié d'un complement d’emulsié estéril de Rovell d’'ou amb Tel-lurit potassic, al
0,01 % (p/v) de Tel-lurit (Oxoid SR 0554 C).

M4.  Agar Sulfit-Polimixina-Sulfadiacina composicio (g-L™)
(SPS, Difco 0845-17-0)

pH:7,0+£0,2 Triptona 15

Extracte de llevat 10

Citrat ferric 0,5

Sulfit de sodi 0,5

Tioglicolat de sodi 0,1

Tween 80 0,05

Sulfadiacina 0,12

Sulfat de Polimixina B 0,01

Agar 15
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2.2.6 Caracteritzacio fisico-quimica de la fraccio cel-lular hemolitzada i
deshidratada per atomitzacio

2.2.6.1 Composicié quimica de la fracci6 cel-lular en pols

Les determinacions fisico-quimiques es varen fer com a minim per duplicat sobre 10
mostres diferents de FC hemolitzada i deshidratada per atomitzacié a 140°C, essent
aguesta la temperatura escollida per deshidratar el nostre producte en base als resultats
obtinguts en la optimitzacio del procés tecnologic.

a) Humitat

El contingut en humitat de la FC deshidratada per atomitzacié es va determinar segons el
procediment descrit en l'apartat 2.2.4.1.

b) Proteina

La determinacié del contingut en proteina total de cada mostra de FC en pols i del
sobrenedant per a la determinacio de la solubilitat es va realitzar pel metode Kjeldahl
(ISO R-937; A.O.A.C. 65, 1339 (1980)). Es va utilitzar un digestor (Selecta Bloc-Digest) i
un destil-lador Kjeldahl automatic (Selecta Dosi-Gen S-511). Totes les determinacions es
varen fer per duplicat. Es va utilitzar un factor de conversio de percentatge de nitrogen a
percentatge de proteina de 6,25.

c) Greix

Per determinar el percentatge de greix es va realitzar I'extraccio dels lipids de les
mostres, préviament hidrolitzades i dessecades, en un extractor Soxlhet, utilitzant com a
dissolvent organic una solucié d’éter etilic i éter de petroli (1:1). Posteriorment es procedia
a I'eliminacié del dissolvent per evaporacio i a la determinacio del percentatge de greix en
cada mostra per gravimetria (1ISO-1443; A.O.A.C. 65, 289 (1980)). Es va utilitzar una
balanc¢a analitica Sartorius de 0,1 mg de precisio.

d) Cendres

El percentatge de sals minerals es va determinar gravimétricament després de la
incineracié de les mostres, préviament dessecades a l'estufa a 102 + 2°C, en un forn
mufla a uns 550°C durant el temps necessari per assolir un pes constant (ISO R-936).
L’elevada presencia de ferro a I'Hb era la responsable del color vermellos de les cendres
obtingudes. Es va utilitzar una estufa de dessecacié per conveccio natural (Selecta), un
forn mufla (Naber) i una balanca analitica de 0,1 mg de precisio (Sartorius).
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2.2.6.2 Caracteritzacio dels parametres de color de la fraccié cel-lular en pols

El color és una caracteristica organoléptica dels aliments molt dificil de caracteritzar
doncs es tracta d’'una percepcié humana, resultat d'una complexa série de respostes
fisiologiques i psicologiques a la radiacié electromagneética de longituds d'ona compreses
en linterval de 400 a 700 nm, que dona lloc a una interpretacié subjectiva. Aixi, per
expressar de forma verbal un mateix color, diferents persones donen diferents
referéncies, de manera que resulta molt dificil definir objectivament el color exacte d’'un
objecte. La determinaci6é del color dels productes alimentaris de forma objectiva es pot
dur a terme de forma instrumental, de manera que aquest es pugui mesurar i quantificar.
La llum reflexada provinent d'un objecte és un estimul visual i és la que s'utilitza per a
realitzar la mesura objectiva del color.

Aquesta llum reflexada es pot dividir en tres components primaris, els quals s'anomenen
To (Hue), Lluminositat (Value) i Saturacié (Chroma). El To és la longitud d’ona reflexada
predominant, que determina que el color percebut sigui vermell, groc, verd, blau, etc.; la
Lluminositat o Claredat es refereix a la quantitat de blanc o de negre que té el color, és a
dir, si un color és clar o fosc, i permet classificar-lo com a la sensaci6 produida per algun
element de l'escala de grisos; i la Saturacié del color o Cromacitat es refereix a la
intensitat o forca del color, o dit d’'una altra manera, el grau en que un color es separa del
gris neutre i s’acosta a un color pur de I'espectre. El To i la Saturacié conjuntament
formen el cromatisme de la sensacié del color. Per tant, el color d’un objecte es pot definir
com una combinacié d’aquests tres elements primaris del color.

La Comissio Internacional de la Il-luminacié (Comission International de I'Eclairage-CIE)
va definir el sistema numeéric CIEL" a b per expressar de forma més precisa la percepcié
del color dels objectes. Aquest sistema es basa en I'is d'observadors i fonts d'il-luminacio
estandards i actualment és el més utilitzat per a la descripcio exacta del color mitjangant
uns parametres que fan referencia als tres components esmentats.

Quan el color s'expressa per aquest sistema, la Lluminositat és “L “ (100, blanc; 0, negre),
el To i la Saturacié estan representats per “a” (vermell, +; verd, -) i “b ” (groc, +; blau, -)
conjuntament. La Saturacié o “Croma” (C') ve descrita per I'equacié C = (@ + b%)*?
(Clydesdale, 1984; Guzman et al., 1995). Els tres elements del color (Lluminositat, To i
Saturacio) es poden visualitzar de forma grafica en un sistema de tres dimensions (Figura
2.3), on el To es troba a I'exterior, al voltant de I'eix central (formant la “roda dels colors”),
i la Lluminositat i la Saturacié formen l'eix vertical i I'eix horitzontal des del centre,
respectivament. Les coordenades L*a*b* varien en funcié del color i es poden representar
graficament per obtenir un diagrama de cromaticitat especific per a cada color, com el
gue es mostra a la Figura 2.4.
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Figura 2.3: Representaci6 tridimensional del solid de color segons
I'espai de color CIE L'a’ b’ (Minolta Co., 1994).
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Figura 2.4: Diagrama de Cromaticitat a*, b* que representa la visio
d'un tall horitzontal del s0lid de color a un valor de L* constant
(Minolta Co., 1994).
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En aquest estudi es van caracteritzar els parametres de color de 10 mostres de FC
hemolitzada que havien estat deshidratades per atomitzacio a 140°C. La determinacio de
les coordenades cromatiques es va fer mitjancant el sistema CIE L'ab, amb un
colorimetre Minolta CR-300 (Minolta Co., Ltd., Osaka, Jap0) calibrat mitjancant la placa
de referéncia estandarditzada corresponent al blanc. Aquest colorimetre utilitza un
sistema d'il-luminacié difusa, una geometria d’observacié amb un angle de visi6 de 0°, un
observador estandard a 2° i presenta una area de mesura de 8 mm de diametre, de
manera que només la llum reflexada perpendicularment sobre la superficie de I'objecte és
recollida pel cable optic per realitzar les analisis del color. Les mesures de color es van
dur a terme utilitzant l'il-luminant universal estandard Des (corresponent a la llum ditrna i
gue inclou la regi6 ultraviolada de la longitud d’ona).

Es va utilitzar un conus de projeccio de vidre (Minolta Co., Ltd., Osaka, Jap6) dissenyat
per adaptar el capcal de mesura del colorimetre a productes en pols o particulats. Sobre
cada mostra de FC en pols es varen realitzar com a minim tres lectures dels parametres
L', a ib, girant cada mostra uns 90° entre lectures.

2.2.7 Activitat de l'aigua i isotermes de sorci6 de la fraccidé cel-lular
hemolitzada i deshidratada per atomitzacio

2.2.7.1 Determinacio de I'activitat de I'aigua

La determinacio de l'activitat d'aigua (a,,) de la FC en pols es va realitzar pel métode de la
interpolacié grafica, basat en la determinacio del contingut en humitat de la mostra
després que aquesta assoleixi I'equilibri amb una atmosfera d’humitat relativa coneguda.
El métode de la interpolaci6 grafica és una técnica gravimetrica que es fonamenta en la
deteccié de l'augment o la disminucié de pes de les mostres d'aliment col-locades en
unes cambres estanques, plagues de vidre o recipients tipus twist-off, en els quals es
mantenen diferents humitats relatives durant un determinat periode de temps i a
temperatura constant.

Si es representen les variacions de pes de les mostres en funcié de la humitat relativa,
l'a, de la mostra es correspon amb el punt de variacié de pes nul, és a dir, on la corba
obtinguda talla a la recta horitzontal de variacié de pes zero i que es correspon a una
determinada a,. Amb aquest métode, si s'utilitzen mostres de diferents humitats, també
es poden obtenir les isotermes d’equilibri del producte. Es varen utilitzar tres solucions de
sals saturades que proporcionaven una humitat relativa constant a 20°C (Taula 2.1):
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Taula 2.1: Activitats de laigua i humitats relatives en I'equilibri a 20°C de les solucions
saturades de les sals utilitzades en la determinacid de I'activitat de I'aigua de la FC en pols.

Sal ay (20°C) HRE (%)
Acetat potassic, K(C,H305) 0,200 20,0
Clorur magneésic-6-hidrat, MgCl, - 6 H,O 0,336 33,6
Nitrat de zenc-6-hidrat, Zn(NO3), - 6 H,O 0,420 42,0

Adaptat de Banwart (1982).

Les solucions saturades de les sals van ser introduides en recipients de vidre amb tapa
twist-off d'uns 450 mL que tancaven hermeticament, obtenint d’aquesta manera un
ambient a l'interior del pot amb una humitat relativa constant i caracteristica de cada
solucié saturada. S’introduien aproximadament uns 0,5 g de les mostres de FC en pols
analitzades, les mostres A, B i C deshidratades per atomitzacié a 140°C, en gressols de
vidre de pes conegut, col-locats sobre uns suports a l'interior dels recipients tal com es
mostra a la Figura 2.5.

tapa de rosca

recipient de
vidre

gressol de vidre

fracci6 cel-lular
en pols

suport

o solucio saturada

cristalls de sal

Figura 2.5: Esquema del dispositiu utilitzat per a la determinacio de I'a, i de
les isotermes de sorcié pel métode gravimeétric. (Font: Busquets, 1996).

Els gressols, previament, havien estat condicionats a la humitat relativa corresponent
durant 24 h i a 20°C, per tal de conéixer el seu pes a la corresponent a,. Després de
tapar-los herméticament es varen emmagatzemar a 20°C durant 7 dies. Passat el temps,
les mostres van ser pesades de nou per determinar-ne el percentatge de variacio de pes.
Cada determinacio es va realitzar per duplicat. Es van representar les variacions de pes
de les mostres en funcio de la humitat relativa, i la determinacio de I'a,, de cada mostra es
feia a partir de la recta de regressio. Per realitzar aquest estudi es va utilitzar un
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refritherm (Hotcold-M, Selecta) per mantenir les mostres a una temperatura constant de
20°C, una estufa de dessecacio per conveccio natural (Selecta) i una balanca analitica de
0,1 mg de precisi6 (Sartorius, model Basic).

2.2.7.2 Determinaci6 experimental de les isotermes de sorcié

La determinacio de les isotermes de sorci6 és de gran utilitat per conéixer la relacié entre
I'activitat de I'aigua i el contingut en aigua dels aliments. La determinaci6 de les isotermes
de sorcio es va dur a terme experimentalment, mesurant el percentatge d’humitat de la
FC deshidratada (g d’aigua per 100 g de matéria seca) després d'estar en un ambient
amb una humitat relativa i temperatura constants durant una setmana. Per realitzar
aquest estudi es van utilitzar diferents solucions saturades de sals amb una activitat
d'aigua coneguda a 20°C (Taula 2.2) que proporcionaven una atmosfera a l'interior del
pot amb una humitat relativa constant. Es van analitzar tres mostres de FC en pols (A, B i
C) representatives del producte que havien estat deshidratades per atomitzacié a 140°C.
Per realitzar I'estudi de les isotermes de sorcio es va utilitzar el mateix dispositiu que el de
la determinacio de I'a,, que es mostra a la Figura 2.5.

Taula 2.2: Activitats de l'aigua i humitats relatives en I'equilibri a 20°C de les solucions
saturades de les sals utilitzades per determinar les isotermes de sorci6 de la FC en pols.

Sal ay (20°C) HRE (%)
Acetat potassic, K (C,H305,) 0,200 20,0
Clorur magnésic-6-hidrat, MgCl, - 6 H,O 0,336 33,6
Carbonat potassic, K,CO3 0,435 43,5
Nitrat magnesic-6-hidrat, Mg (NO3); - 6 H,O 0,549 54,9
Nitrit sodic, NaNO; 0,656 65,6
Clorur sodic, NaCl 0,755 75,5
Sulfat de coure-5-hidrat, CuSO,4 - 5 H,O 0,980 98,0

Adaptat de Banwart (1982).

Per a la determinacio de les isotermes d'adsorcié es van col-locar aproximadament uns
0,5 g de les mostres de FC deshidratades per atomitzacié a 140°C en recipients que
contenien solucions saturades que proporcionaven una humitat relativa creixent del 33,6
al 98 % a 20°C. Passats set dies, es van determinar els continguts en humitat en equilibri
de les diferents mostres, per obtenir el comportament del producte quan absorbeix
humitat. Per determinar les isotermes de desorci6, les mostres de FC en pols es van
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mantenir durant una setmana en una humitat relativa constant del 98 %, mitjancant la
solucié saturada de sulfat de coure. Posteriorment es varen col-locar en ambients amb
humitats relatives decreixents, del 75,5 al 20 %, i es va determinar la quantitat d’aigua
retinguda per les mostres al cap d'una setmana.

Els continguts en humitat en equilibri es van determinar mitjancant dessecacio de les
mostres a l'estufa a 105°C fins a pes constant (ISO R-1442). Es va representar
graficament el contingut en humitat en equilibri de les mostres (g d’aigua per 100 g de
matéria seca) en funcié de cada activitat de I'aigua a 20°C per a l'adsorcio i la desorcio.
La isoterma d'adsorci6 es va ajustar a una funcid sigmoidal obtinguda mitjancant
regressio no lineal utilitzant el paquet SigmaPlot per a Windows 4.01 (SPSS Inc., 1997).

2.2.7.3 Isoterma d’adsorcié de la fraccié cel-lular deshidratada per atomitzacio
segons el model GAB (Guggenheim-Anderson-De Boer)

S’han proposat diversos models matematics que permeten calcular el valor d’alguns
parametres que donen informacio referent a les condicions de maxima estabilitat dels
aliments durant la seva conservacid. Alhora, aquests models permeten expressar, amb
major o menor grau d’aproximacio, la relacié X = f (a,), per acada aliment, essent X el
contingut en humitat. A efectes practics, és important trobar una expressié matematica
que ajusti els resultats obtinguts experimentalment amb bona precisié.

La majoria dels models proposats, ja siguin empirics, semi-empirics o teorics, poden
reproduir les dades de la humitat en equilibri, malgrat que cap dells permet donar
resultats precisos en tot I'interval d’a,, i pels diferents tipus d’aliments. Aquest fet es deu a
varies causes, entre les quals podem destacar les segtients:

les isotermes d'equilibri representen les propietats higroscopiques integrades de
nombrosos constituents presents a l'aliment, de manera que la disminucié de I'a, es
deu a una combinacié de fenomens, cadascun dels quals pot predominar en un
determinat interval d'a,, (Karel, 1973).

els tractaments tecnologics aplicats als aliments durant la seva elaboracio poden
modificar i alterar les propietats de sorcié dels seus components.

els aliments, en adsorbir aigua, experimenten canvis en la seva estructura, constitucio,
etc.

Entre els diferents models teorics proposats, cal destacar-ne dos dels més utilitzats: el
model de Brunauer, Emmett i Teller (BET) i el de Guggenheim, Anderson i De Boer
(GAB), ambdés basats en la sorcio de la humitat a I'aliment en forma de multicapes.
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A partir de les dades experimentals obtingudes, ajustant els valors d’a, i el percentatge
d’humitat (g d’aigua per 100 g d’extracte sec), varem determinar la isoterma d’adsorcio de
la FC en pols segons el model GAB (Castillo et al. 1997; Jouppila i Roos, 1994; Kaminski
i Al-Bezweni, 1994; Roos, 1993; Singh i Singh, 1996). Aquesta equacid proporciona un
ajustament més precis i acurat que el model BET per a un ampli ventall de productes amb
diferents continguts en humitat (Jouppila i Roos, 1994; Toledo, 1991). La forma de
'equacio utilitzada és la seguent:

m = Mm Ce k aw (Eq.2.1)
(1- k aw)(l- k aw +Cc k aw) + e

El model GAB és una equacié amb tres parametres, on k, Cs i M, sOn constants; m és el
contingut en humitat de la mostra (grams d’aigua per 100 grams de matéria seca); M, és

el contingut en humitat (sobre extracte sec) equivalent a la capa monomolecular d’aigua
adsorbida (monocapa); Cg és la constant de Guggenheim i k és un tercer parametre de
correccié de les propietats de les molécules d’aigua de la muticapa respecte al bulb
liquid, que millora I'ajustament per a un ampli rang de continguts en humitat. L'estimacio
de les constants M,,, C¢ i k del model GAB es va obtenir transformant I'equacié 2.1 en la
seva forma quadratica (Caden, 1988). D’aquesta manera, s'obté una equacio polindomica
de segon grau com la seguent:

av/m=aas2+bay+g (Eq.2.2)

on, a=(K/M)[L/Cs-1]
b=1/M,(1-2/Cg)
g:]./Mm CGk

Els coeficients a, b i g de l'equaci6 2.2 es van determinar a partir de les dades
experimentals d’adsorcié obtingudes gravimétricament, representant a,/m respecte I'a,
del producte (Kaminski i Al-Bezweni, 1994). Per determinar el contingut en aigua de la
capa monomolecular (M) €s va aplicar I'equacio 2.1 (Toledo, 1991).

2.2.8 Tractament estadistic de les dades

La representacio grafica dels resultats del treball es van dur a terme mitjangant el full de
calcul de Microsoft Excel 97. Els intervals de confianca de les mitjanes es van calcular
utilitzant la desviacié estandard de la poblacié (P=95 %). Per realitzar les analisis de la
variancia (ANOVA) es va utilitzar el paquet JMP versié 2.0 (1989-91) del SAS Institute,
Inc. per a Machintosh. Es varen considerar com a significatius els valors de probabilitat
inferiors a 0,05. Per a la comparacio de mitjanes es va aplicar el test de Tukey-Kramer
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HDS amb un nivell de significacié de P=95 %. Les dades que presentaven un valor de
P<0,5 a partir del test de Barlett es van transformar. Es van utilitzar les dades log-
transformades dels recomptes microbiologics, dels percentatges d’humitat i dels valors de
la variacié d'entalpia de transicié del procés de desnaturalitzacio proteica. Les dades de
solubilitat proteica es van transformar segons la expressié: arcsin [(% Solubil./100)"?].

2.4 RESULTATS I DISCUSSIO

2.4.1 Determinacié de les condicions del procés de deshidratacié per
atomitzacié de la fraccio cel-lular de la sang de porc

En aquest apartat s’exposen els resultats dels experiments realitzats per estudiar la
influencia de la temperatura utilitzada per deshidratar per atomitzacio la FC hemolitzada
de la sang de porc sobre el contingut en humitat i la funcionalitat de la proteina, tenint en
compte la solubilitat proteica i el grau de desnaturalitzacid produit pel tractament
tecnologic, a fi i efecte de determinar les millors condicions de deshidratacié per
atomitzacio de la FC.

2.4.1.1 Contingut en humitat en funci6 de la temperatura de deshidratacio

La conservacié dels productes deshidratats esta basada en I'eliminacio del 90-95 % de
aigua que contenen, fet que comporta una disminucid de l'activitat de I'aigua (a,). La
baixa disponibilitat d'aigua és el parametre que determina la bona conservacié durant el
periode d’'emmagatzematge a temperatura ambient dels aliments dessecats, ja que limita
el desenvolupament dels microorganismes i evita que es produeixin les reaccions
enzimatiques i quimiques de deteriorament.

A la Figura 2.6 es mostren els percentatges d’humitat de la fraccié cel-lular (FC) en pols
en funcio de la temperatura aplicada en el procés de deshidratacié per atomitzacié. Com
es pot observar, el grau de deshidratacié assolit depén de la temperatura de laire
utilitzada durant el procés d’atomitzacié. En augmentar la temperatura de deshidratacio,
es produeix una disminucio del contingut en aigua de la FC en pols, és a dir, incrementa
el grau de deshidratacio.
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Figura 2.6: Percentatge d’humitat de la FC deshidratada (g d’aigua
per 100 g de pols) en funcié de la temperatura de deshidrataci6. Les
barres d'error indiquen els intervals de confianca de les mitjanes
(P=95%). Els tractaments amb lletres diferents sén diferents
significativament (P<0,05).

S’observa una clara relacié inversa entre el contingut en aigua i la temperatura de
deshidratacio, i a partir dels resultats de I'analisi de la variancia (ANOVA) es va veure que
existien diferencies significatives (P<0,05) pel que fa al grau de deshidratacié assolit en
funci6 de la temperatura de deshidratacié per atomitzacié (dins l'interval de temperatura
de 120 a 160°C). Tanmateix, el test de separacio de mitjanes (Tukey-Kramer HSD) ens
va permetre separar tres grups significativament diferents, els quals es corresponen a les
mostres de FC deshidratades a 120°C; 140°C i 160°C. Entre les deshidratacions
realitzades a temperatures d'entre 130 i 150°C no existeixen diferencies significatives,
mentre que aquestes temperatures si que tenien un efecte significativament superior que
si es deshidratava a 120°C i inferior que quan es deshidratava a 160°C.

En general, els aliments deshidratats presenten un contingut en humitat d’entre el 2 i el
10 %, en funci6 del contingut en aigua inicial i del procediment utilitzat per a
deshidratar-los. La FC fresca hemolitzada té un contingut en humitat del 65,9 + 0,6 % i,
després de la deshidratacié per atomitzacié, s’obté un producte en pols amb un
percentatge d’humitat que va des d’aproximadament el 6,4 %, quan es deshidrata a
120°C, fins a un 3,9 %, en el cas d'utilitzar una temperatura de I'aire de 160°C. Aquests
valors d’humitat estan per sota del 7 % que recomana Ranken (1980) com a valor maxim
per als productes deshidratats de la sang.

Aixi doncs, la tecnologia de deshidratacid per atomitzacid és un bon sistema per a
conservar el nostre producte, doncs permet eliminar aproximadament el 92 % de l'aigua
de constitucié de la FC hemolitzada de la sang de porc. A més, aquests percentatges
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d’humitat del producte en pols es tradueixen en valors d’'a,, suficientment baixos, entre
0,151 0,3 (veure apartat 2.4.3 de les isotermes de sorcio), que garanteixen I'estabilitat del
producte des del punt de vista bioquimic i microbiologic. Tanmateix, donat que els
aliments deshidratats s6n productes altament higroscopics, per evitar les possibilitats de
rehidrataci6 i assegurar la seva estabilitat durant el periode d’'emmagatzematge, s’hauran
d'utilitzar envasos o recipients estancs i impermeables al vapor d’aigua.

2.4.1.2 Influéncia de latemperatura de deshidratacié sobre la solubilitat proteica

La propietat funcional més interessant de les proteines és la solubilitat en aigua o
dispersabilitat. Donat que els aliments son sistemes hidratats, el comportament fisico-
qguimic i reologic dels constituents dels aliments depén de l'estat d’hidratacié d’aquests
components (Dill i Landmann, 1988). Les propietats d’hidrataciéo de les proteines, en
concret la solubilitat, sén essencials per a I'activitat funcional optima d’'una proteina en
una solucié, suspensié o dispersio i, per tant, determinen la utilitzacié o la incorporacio
d’'una proteina en un producte alimentari. La solubilitat de les proteines és molt influent
quan es vol impartir “cos” o consistencia a solucions aquoses, i en la formacio i
I'estabilitat d’escumes i emulsions (Pomeranz, 1991). Perd, segons Ranken (1980),
encara que moltes de les propietats funcionals depenen de la solubilitat, aquest
parametre no és suficientment precis per descriure el comportament funcional d’una
proteina, doncs la solubilitat pot estar més o menys influenciada pel pH, temperatura,
tipus de dissolvent i per la preséncia d’'altres substancies en el producte, particularment
de la concentracio de sals.

Si estudiem I'efecte d’'un tractament tecnologic sobre la solubilitat proteica d’'un producte
podem coneixer quin efecte produeix aquest tractament sobre les propietats funcionals de
les seves proteines i, en definitiva, com es veu modificada la funcionalitat global del
producte a causa de la desnaturalitzacio proteica. La desnaturalitzacio es defineix com la
modificaci6 de [l'estructura secundaria, terciaria /o quaternaria de les molecules
proteiques, que no comporta el trencament dels enllagos peptidics covalents implicats en
I'estructura primaria; per tant, el valor nutritiu no es veu modificat. Aquests canvis en
I'estructura proteica sovint estan associats amb canvis de les propietats fisico-quimiques i
funcionals.

Es molt freqiient que la desnaturalitzacio proteica produeixi d'un descens en la solubilitat
a causa de l'aparicio de grups hidrofobs a la molécula, a I'agregacié de molécules
proteiques desplegades o0 a un augment de la capacitat d’absorcié d’aigua per la proteina.
Cal dir que la determinacié del grau d'insolubilitzacié d’una proteina és, probablement, la
mesura meés practica per estudiar I'efecte d’'un procés tecnologic sobre el nivell de
desnaturalitzacio o agregacié proteica, perque les proteines que es troben en un estat
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desnaturalitzat, o parcialment agregat, mostren una disminucié de la seva capacitat de
gelificacid, emulsionant o de formacio d’escumes (Cheftel et al., 1989).

L’estat “natiu” és el terme que s'utilitza per descriure la conformacié tridimensional d’'una
proteina en el seu ambient natural o sota condicions similars a les existents a la natura
(per exemple: de temperatura, pH, forca ionica, etc.); mentre que l'estat “desnaturalitzat”
o “desplegat” e refereix a qualsevol desviacio significativa de I'estructura nativa que
afecta a la funcié biologica. Aquesta desnaturalitzacié pot ser reversible o irreversible,
depenent de les condicions ambientals i de les interaccions inter i intramoleculars de la
molecula proteica desplegada (Dickinson i McClements, 1996).

La solubilitat de la majoria de les proteines es redueix de forma irreversible durant
'escalfament; fins i tot els tractaments termics més suaus poden provocar cert grau de
desnaturalitzacio i nsolubilitat. En molts dels processos de conservacio dels aliments,
s'intenta modificar al minim la funcionalitat dels seus components. En concret, en la
deshidratacié per atomitzacié es produeix una dessecacié molt rapida del producte sense
gue aquest pateixi un increment significatiu de temperatura; es considera que les
particules assoleixen com a maxim la temperatura de sortida de l'aire després de
'atomitzacié i, en el nostre cas, aquesta oscil-la entre 55 i 75°C, depenent de la
temperatura d’entrada de l'aire utilitzada en la deshidratacio.

A la Figura 2.7 es pot observar la influencia de la temperatura utilitzada en la
deshidrataci6é per atomitzacié sobre la solubilitat proteica de la FC de la sang. A mesura
gue augmenta la temperatura, el percentatge de proteina soluble respecte el percentatge
de proteina total, és a dir, la solubilitat o dispersabilitat de la proteina de la FC a pH 7,5
(pH de la FC deshidratada reconstituida), disminueix. Aixi, les mostres deshidratades a
120°C tenen un percentatge de solubilitat del 98 %, mentre que en les deshidratades a
160°C, la solubilitat és aproximadament del 90 %. Aquesta reduccié és més acusada de
140 a 150°C, doncs la solubilitat pateix una disminucio del 96 % al 92 %, de manera que
a partir de 150°C la funcionalitat de I'Hb disminueix de forma més intensa.

Els resultats de 'TANOVA van mostrar que existien diferencies significatives (P<0,05)
entre les diferents condicions de temperatura de deshidratacié pel que fa a la solubilitat
proteica. El test de separacid de mitjanes va permetre separar dos grups clarament
diferenciats; per una banda, les mostres deshidratades amb temperatures d’entre 120 i
140°C i, per I'altra, les que s’havien deshidratat a 150 i 160°C.
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Figura 2.7: Solubilitat proteica (%) a pH 7,5 de la FC en pols en
funcié de la temperatura de deshidratacio. Les barres d’error indiquen
els intervals de confianca de les mitjanes P=95%). Els tractaments
amb lletres diferents sén diferents significativament (P<0,05).

Els resultats dels assaigs realitzats per determinar la influencia de la temperatura de
deshidratacié sobre la solubilitat de la FC indiquen que el tractament de deshidratacio per
atomitzaci6 no modifica gaire les propietats funcionals de I'Hb, sempre que no es
deshidrati a temperatures superiors a 140°C, doncs la solubilitat es manté bastant intacte;
per contra, quan la FC es deshidrata a temperatures superiors a 150°C la solubilitat del
producte en pols és significativament inferior, ja que el tractament tecnologic produeix una
desnaturalitzacié més intensa de la proteina.

També s'ha tenir en compte que I'eliminacid de l'aigua produeix una forta agregacio
proteica en els productes deshidratats perquée es produeixen interaccions proteina-
proteina, fonamentalment quan s'utilitzen temperatures elevades per aconseguir I'energia
necessaria per a l'eliminacié de l'aigua, fet que pot provocar una disminucio significativa
de la solubilitat i de les altres propietats funcionals. Aquest efecte pero es redueix en els
processos de deshidratacio per atomitzacio i encara meés en la liofilitzacio (Cheftel, 1989).

2.4.1.3 Analisi calorimetrica de la fraccié cel-lular per DSC

A la Figura 2.8 podem observar els termogrames obtinguts per analisi calorimetrica
diferencial (DSC) de la FC fresca i de mostres de FC hemolitzades i deshidratades per
atomitzacié amb diferents temperatures de l'aire (120, 130, 140, 150 i 160°C), en els
guals es representa el flux de calor (mW) subministrat a la mostra necessari per
aconseguir I'equilibri térmic entre aquesta i la referéncia, en funcié de la temperatura
aplicada.
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Figura 2.8: Termogrames obtinguts per DSC de mostres de 100 ni de FC fresca de sang de
porc i de FC en pols (reconstituides al mateix extracte sec que la fresca) deshidratades per
atomitzacio a diferents temperatures. Velocitat d’escalfament: 3°C-min’.

Si comparem la forma i la magnitud dels termogrames de la FC fresca hemolitzada amb
els de la FC deshidratada per atomitzacioé a diferents temperatures, es pot observar que
els termogrames de la FC fresca hemolitzada presenten un pic endotérmic doble. El
primer, de més magnitud, presenta el minim a 80°C mentre que en el pic menor, el minim
s’observa cap als 90°C. Per contra, en els pics dels termogrames de les diferents mostres
de FC deshidratades per atomitzaci6 no s'observa aquest desdoblament, només
presenten un sol pic endotérmic al voltant dels 75°C.
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Aquestes diferéncies observades en els termogrames, podrien explicar-se pel fet que el
tractament de deshidratacio per atomitzacié ha produit la desnaturalitzacié de I'Hb, o que
s’han produit algunes modificacions de l'estructura nativa de I'Hb, sense arribar a
desnaturalitzar-la completament perd que afecten a l'estabilitat térmica de la proteina.

Per dtra banda, s’ha de tenir en compte que l'estructura quaternaria de I'Hb canvia
notablement amb I'oxigenacid. L'oxihemoglobina (O, Hb-Fe**) i la desoxihemoglobina
(Hb-Fe®) difereixen clarament en la seva estructura quaternaria: la primera presenta una
estructura que s'anomena R (relaxada) mentre que la desoxiHb presenta una estructura T
(tensa) a causa de la presencia d'enllagos salins (interaccions electrostatiques) que
subjecten el tetramer. L'oxigenacidé produeix un moviment de I'atom de ferro del grup
hemo que es tradueix en una alteracié estructural en la subunitat; aquest canvi es
transmet a les interfases entre les subunitats a i b, ocasionant una ruptura dels enllacos
salins intercatenaris de la forma T i aquesta passa a forma R. De fet, la unio de 10, al
ferro del grup hemo arrossega la histidina proximal de la globina i aquest canvi
conformacional es transmet a regions de la molécula molt allunyades (Stryer, 1995).

En condicions fisiologiques normals, a la sang coexisteixen les dues formes de I'Hb
(oxiHb i desoxiHb). En la FC fresca, com en la sang, també poden coexistir les formes
oxiHb i desoxiHb (o ferroHb) i per aquest motiu observem un desdoblament del pic dels
termogrames de les mostres de FC fresca: un primer pic de més magnitud i més
desplacat cap a I'esquerra, que es correspondria a la forma desoxiHb, i el segon pic més
petit que reflexaria la forma oxigenada. En canvi, a la FC deshidratada, s’observava un
sol pic més estret i encara meés desplacat cap a I'esquerra. L'explicacié podria ser que la
deshidratacio per atomitzacio produeix una oxidacio del ferro del grup hemo i, per tant, la
proteina es troba majoritariament en forma de metaHb (o ferriHb), en la qual el ferro esta
en forma Fe* i no es combina amb I'0,. Un altre fet que consolidaria aquesta hipotesi s6n
els termogrames obtinguts a partir del patré d'Hb de sang de porc, que eren molt petits i
apareixien fins i tot molt abans que els de les nostres mostres en pols. Aquest patré es
tracta d'Hb dialitzada i liofilitzada i pot ser que h proteina estigui forca oxidada i en
consequencia totalment en forma de metaHb.

L'afinitat de I'Hb per 'O, esta influenciada pel pH; aixi, a pH acid l'afinitat per I'O,
disminueix. Es per aix0 que als teixits metabolicament actius com per exemple el mascul,
l'elevada concentracié de CO, i d’ions H promouen l'alliberacié de 'O, de l'oxiHb als
teixits, mentre que a pH basic I'Hb té una gran afinitat per I'O, i aquesta allibera els H" i el
CO; (als capil-lars dels alveols pulmonars). Aquest comportament de I'Hb en funcio del
pH es coneix com l'efecte Bohr (Stryer, 1995).

En base a que el pH pot influenciar 'estat de I'Hb, varem considerar si la deshidratacio
per atomitzacié produia modificacions del pH a la FC i, d'aquesta manera, podriem
explicar les diferéncies observades en I'estudi calorimétric.
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En el plasma sanguini, Parés (1998) va observar que la deshidratacié conduia a una
alcalinitzacio del producte (des de valors de pH de 7,4 en el plasma liquid fins a valors de
pH de 9,2-9,3 en la pols reconstituida), degut fonamentalment a que l'eliminacié de l'aigua
comporta la pérdua de la capacitat tamponant de la sang que proporciona el sistema
carbonic-carbonat (CO, + HO « H,CO; « HCO; + H). No obstant, la FC en pols
(reconstituida al mateix extracte sec que la fresca) presenta un pH al voltant de 7,5 + 0,1,
com el de la FC fresca i, en principi, hauriem de descartar aquesta possibilitat.

A partir dels termogrames obtinguts per DSC, es van determinar la temperatura de
desnaturalitzacio proteica (Td), considerada com la temperatura en la que es produeix el
minim del pic endotermic, i la variaci6 d’Entalpia de transici6 del procés de
desnaturalitzacié (DH), calculada a partir de l'area sota el pic de transicid, que
proporciona una estimacié de l'energia termica que es requereix per desnaturalitzar la
proteina. Aquests parametres calorimétrics permeten distingir les propietats térmiques de
les diferents mostres estudiades i avaluar I'estabilitat de I'Hb enfront la intensitat del
tractament tecnologic d'una forma meés objectiva, de forma que, si s'observa una
disminucié d'aguests parametres en les mostres en pols respecte al valor d'aquests
abans de la deshidratacié, podem treure informacié sobre el grau de desnaturalitzacio
produit per la deshidratacio.

A la Taula 2.3 es comparen les temperatures de desnaturalitzacié proteica (Td) i els
valors de la variaci6 d’Entalpia de transicid del procés de desnaturalitzacié (DH) de
mostres de FC en pols deshidratades per atomitzacié a diferents temperatures. També es
comparen amb els valors obtinguts en la FC fresca hemolitzada (abans de la
deshidratacio) i amb els d'un patré comercial d’Hb de sang de porc liofilitzada.

El patr6 comercial d’'Hb de sang de porc presenta uns valors de variacié d'Entalpia i de
temperatura del procés de desnaturalitzacio proteica molt inferiors a les nostres mostres,
ja sigui la FC abans de la deshidrataci6 o les mostres en pols. Aquest fet possiblement ve
determinat perqué el procediment d’obtencié i purificaci6 daquest patré produeix
modificacions estructurals en la proteina nativa i, per tant, determina una
desnaturalitzacio més intensa de la proteina. Aixo fa descartar la utilitzacié d’aquest patrd
d’Hb com a referéncia. Per aquest motiu, es va prendre la FC fresca i hemolitzada com a
referéncia de I'estat natiu de la proteina abans del tractament tecnologic de deshidratacié
per atomitzacio.

Si es comparen els valors de la temperatura de desnaturalitzacio i els de la DH, que
reflexa la calor absorbida durant la desnaturalitzacio, de les diferents mostres de FC en
pols amb els de la FC fresca, es pot observar que el procés de deshidratacié per
atomitzacié produeix una lleugera desnaturalitzacié de I'Hb. De forma general, s'observa
que totes les mostres deshidratades per atomitzacié presenten menor estabilitat térmica
gue les de FC fresca, doncs els valors dels dos parametres calorimétrics investigats a les
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diferents mostres de FC deshidratades per atomitzacié sén inferiors que els observats a
la mostra fresca. LANOVA va demostrar que existien diferencies significatives (P<0,05)
entre les mostres de FC fresca hemolitzada i les de FC deshidratades pel que fa a la
variacio de I'Entalpia, aixi com a la temperatura en la qual es produeix la desnaturalitzacié
o el desplegament de I'Hb.

Taula 2.3: Propietats termiques de la FC fresca, de la FC en pols en funcié de la temperatura de
deshidratacié per atomitzacié i d’'un patr6 d’'Hb de sang de porc obtingudes per DSC W Les
determinacions es varen fer a una velocitat d’escalfament de 3°C:min™. Les lletres diferents
indiquen els grups que son significativament diferents (P<0,05).

mostra Td (°C) @ DH (J -g'l) ®)
patré d’hemoglobina 71,10 + 1,77 1,7+0/41
FC fresca 79,86 + 0,16 *(pic 1) 90,12 + 1,9 (pic 2) 5,72 +0,67 °
FC pols (120°C) 75,04 + 0,32 ° - 4,45 +0,42 "
FC pols (130°C) 7473+0,87 ° - 4,70 +0,52 °
FC pols (140°C) 74,81+ 0,85 ° - 4,64 0,42 °
FC pols (150°C) 74,20 + 0,86 ° - 4,45+0,21°
FC pols (160°C) 74,15+ 0,61 ° - 4,53 +0,36 "

@ Mitjanes de les determinacions fetes com a minim per triplicat sobre cada mostra (mitjana *

, desviacio estandard).
(@) Temperatura de desnaturalitzacié proteica (pic endotérmic).
) Entalpia de transicié del procés de desnaturalitzacié proteica (J-g'l de mostra).

D’altra banda, si observem la influencia de la temperatura a la qual es deshidrata la FC
sobre els parametres calorimetrics DH i Td de les mostres en pols, sembla que la
intensitat de desnaturalitzacié proteica és proporcional a la temperatura utilitzada en el
procés de deshidrataciéo per atomitzacié doncs, encara que els valors de la variacié de
'Entalpia de transici6 son forca semblants i no s'aprecien gaires diferéncies, la
temperatura de desnaturalitzacio proteica tendeix a disminuir lleugerament a mesura que
s’incrementa la temperatura a la qual s'han deshidratat les mostres. Aquest fet indica que
un increment de la temperatura utilitzada en la deshidratacié produeix una disminucié de
l'estabilitat termica de la proteina de la FC i, per tant, una major desnaturalitzacié
proteica. La disminucié del valor de la Td és bastant progressiva, pero de 140 a 150°C es
produeix de forma més marcada. Aquest fet coincideix amb la disminuci6 més acusada
de la solubilitat de I'Hb, ja que en aquest interval de temperatura de treball es produeix
una reduccidé més intensa d’aquesta propietat funcional. Tanmateix, TANOVA va posar de
manifest que no existien diferéncies significatives (P>0,05) per I'efecte de la temperatura
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aplicada en el procés de deshidratacié sobre les propietats termiques estudiades (Td i
DH) entre les diferents mostres de la FC en pols.

2.4.1.4 Discussio global de la determinacié de les condicions de deshidratacié de
la fraccio cel-lular per atomitzacio

En base als resultats obtinguts en I'estudi de la influéncia de la temperatura utilitzada en
la deshidratacié per atomitzacié sobre el grau de deshidratacio, la solubilitat proteica i
I'estabilitat termica de les mostres en pols, es va escollir 140°C com la temperatura
optima per deshidratar la FC de la sang de porc per atomitzacié. Aquesta temperatura no
produeix gaires modificacions de la funcionalitat de la proteina, com ho indiquen els
valors de la seva solubilitat, doncs és significativament semblant a la de les mostres
deshidratades a temperatures inferiors (120 i 130°C); tanmateix, a 140°C el grau de
deshidrataci6 assolit és superior.

Els estudis de l'estabilitat térmica de I'Hb per DSC en funcié de la temperatura de
deshidratacid, indiquen que a 140°C s’ha produit certa desnaturalitzacio, pero I'estat de la
proteina és forca semblant al de les mostres deshidratades a temperatures inferiors. En
definitiva, 140°C és la temperatura optima de I'aire per deshidratar per atomitzacié la FC
de la sang de porc, sense que el tractament tecnologic aplicat produeixi modificacions
importants de l'estructura de I'Hb i, per tant, sense comprometre gaire la seva
funcionalitat, doncs la solubilitat es manté al voltant del 95,5 %. Al mateix temps, la
deshidratacio a 140°C permet disminuir el contingut en humitat del producte fins a valors
del 5 %, que en principi garanteixen un grau de deshidratacié segurament suficient per a
I'estabilitat microbiologica i bioguimica del producte durant el periode de conservacio.
Tanmateix, aquest aspecte es tornara a discutir més endavant, en l'apartat de les
isotermes de sorci6 de la FC deshidratada per atomitzacio, mitjancant les quals es
relacionara el contingut en humitat amb I'activitat de l'aigua del producte, donat que la
disponibilitat de laigua (a,) del producte deshidratat és realment el parametre que
determinara la conservacié del producte des del punt de vista microbiologic, quimic i
enzimatic.

2.4.2 Caracteritzacié microbiologica de la fracci6 cel-lular

A linterior de l'organisme dels animals sans la sang és esteril. Tanmateix, durant el
procés de dessagnat, recollida i processament a I'escorxador, aquesta es pot contaminar
per microorganismes provinents de l'aire, pell, femtes, orina i regurgitacions del contingut
digestiu (Swingler, 1982).
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Les mostres de sang utilitzades en el present estudi provenien d’'un escorxador que
utilitza un sistema de recollida obert. Encara que aquesta es refrigeri immediatament
després de la seva obtencié i s'emmagatzemi en condicions de refrigeracié fins al seu
processament al laboratori, el sistema de recollida no evita que la sang pugui entrar en
contacte amb els diversos contaminats citats anteriorment, fet que es reflecteix en
lelevada contaminaci6 microbiologica que presenta la primera matéria 1, en
consequencia, els diferents productes obtinguts després del seu processament.

2.4.2.1 Recompte de microorganismes aerobis mesofils viables

Els microorganismes aerobis mesofils sén els que presenten una temperatura optima de
creixement entre 30 i 37°C i que es desenvolupen en preséncia d’oxigen. El recompte
total d’aguests microorganismes és el parametre meés utilitzat per coneixer la
contaminacié microbiologica general que presenta un producte alimentari. Déna
informacid sobre la qualitat sanitaria dels productes analitzats i reflexa les condicions
higieniques de la primera matéria, les condicions de manipulacié durant I'elaboracio i
lemmagatzematge, i I'estat d'alteracié dels aliments. De manera que, en general, els
recomptes totals baixos en un aliment son indicadors d’una manipulacié higiénica o d’'un
emmagatzematge adequat del mateix.

Malgrat aix0, és important tenir present que els recomptes de la microbiota aerdbia
mesofila estima la microbiota total sense especificar el tipus de microorganisme. Tenen,
per tant, un valor limitat. Per exemple, un recompte total baix no sempre reflecteix un bon
estat sanitari, doncs encara que laliment presenti poca contaminacio general, pot
presentar microorganismes patogens. També és possible que I'aliment contingui toxines
gue es mantenen estables, encara que els microorganismes productors d’aquestes no
resisteixin les condicions del medi i, per tant, no siguin detectats. Un recompte total elevat
tampoc significa, inevitablement, la preséncia de patogens.

Els resultats dels recomptes de microorganismes aerobis mesofils viables de la FC
fresca, la FC hemolitzada per ultrasons i centrifugada, i la FC hemolitzada i deshidratada
per atomitzacio a 140°C es mostren a la Figura 2.9.

A partir dels resultats de 'TANOVA, es va veure que existien diferéncies significatives
(P<0,05) entre els 3 tipus de mostres de FC (fresca, hemolitzada per ultrasonicacio i
hemolitzada i deshidratada per atomitzacio) pel que fa als recomptes de microorganismes
aerobis mesofils. Malgrat tot, el test de separacié de mitjanes va diferenciar clarament
dos grups: d’'una banda, la FC fresca i la FC hemolitzada, amb recomptes de l'ordre de
10° ufc-mL™ en els dos tipus de mostres i, per altra banda, la FC en pols (reconstituida al
mateix extracte sec que la FC hemolitzada), amb recomptes de l'ordre de 10° ufc-mL™.
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Figura 2.9: Recompte de microorganismes aerobis mesofils de la
FC fresca, FC hemolitzada per ultrasons i FC hemolitzada i
deshidratada per atomitzacié (reconstituida al mateix extracte sec
que la FC fresca). Les barres derror indiquen els intervals de
confianca de les mitjanes P=95%). Les lletres diferents mostren
els grups que son significativament diferents (P<0,05).

a) Recomptes totals de la fraccio cel-lular fresca

Els resultats de les analisis realitzades en la caracteritzaci®é microbiologica de la FC
fresca de la sang de porc reflecteixen una elevada contaminacié d’aquesta, amb
recomptes de microorganismes aerobis mesofils viables de l'ordre de 10° ufc-mL™.
Aquests resultats coincideixen amb els obtinguts en altres estudis realitzats amb la sang
sencera (Ockerman i Hansen, 1994; Parés, 1995), en els quals s’exposava que la carrega
contaminant de la sang és de 'ordre de 10° a 10° ufc-mL™.

El fet pel qual els nivells de contaminacio general de la FC fresca coincideixin amb els de
la sang sencera es pot explicar per I'efecte que produeix la centrifugacié durant el procés
de fraccionament de la sang per separar la fraccié corpuscular de la fraccidé plasmatica.
Ockerman i Hansen (1994) expliquen que, després de centrifugar la sang,
aproximadament el 20-25 % dels microorganismes queden en el plasma, i el 75-80 %
restant a la fracci6 corpuscular.

Donat que el procés de centrifugacié de la sang pot produir certa separacidé dels
microorganismes, aquests tendirien a romandre en la fase més densa (FC). Per contra, la
fraccié plasmatica, de menor densitat, presentaria una menor contaminacié, malgrat que
sempre reflecteixi I'elevada contaminacio de la sang. Parés (1995) va trobar que la
centrifugacio de la sang produia una disminucié d'un ordre de magnitud en el plasma,
doncs els recomptes totals en aquesta fraccio eren de l'ordre de 10° a 10° ufc-mL™.
Aquesta elevada contaminacié de la primera materia ve determinada pel sistema de
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recollida de sang que utilitza I'escorxador del qual provenien les mostres de sang, amb el
gual, com s'ha comentat anteriorment, les possibilitats de contaminacidé son forca
elevades.

Per millorar la recollida de la sang i evitar aquesta contaminacié, s’han desenvolupat
sistemes tancats que incorporen la utilitzacid d'un ganivet balmat, a través del qual la
sang flueix des del torrent sanguini cap a un diposit estéril, sense entrar en contacte amb
les fonts potencials de contaminacié. Quan la sang és obtinguda de forma higiénica
mitjangant sistemes tancats, els recomptes totals poden arribar a ser de l'ordre de
10° ufc-mL™ (Lynn Knipe, 1988; Ockerman i Hansen, 1994). Una altra alternativa per
controlar la carrega microbiologica del producte és la de sotmetre’l a algun procediment
tecnologic de descontaminacié o higienitzacié abans de la seva deshidratacié, sempre i
guan la tecnologia aplicada no produeixi modificacions de la funcionalitat i de les
caracteristiques organoléptiques del producte.

b) Efecte de I'hemolisi per ultrasons i la centrifugacio sobre els recomptes totals

La FC hemolitzada presenta uns recomptes totals de microorganismes aerobis mesofils
lleugerament inferiors als de la FC fresca, abans del tractament d’hemolisi amb ultrasons i
la posterior centrifugacioé. Malgrat aix0, no existeixen diferencies significatives entre els
dos tipus de mostres. A partir d’'aquests resultats, podem veure que, tot i que els
ultrasons s'utilitzen com a sistema de conservacio no termica dels aliments per la seva
capacitat d’inactivacié o destruccid dels microorganismes, atribuida als fenomens de
cavitaci6 intracel-lular induits pels ultrasons (Hoover, 2000; Pascual et al., 1997; Pohiman
et al., 1997), en el nostre cas, la ultrasonicacié no ha produit una reduccié significativa
dels recomptes totals. Aix0 pot ser degut a que la intensitat o el temps de tractament
aplicats han estat suficients per produir I’hemolisi dels eritrocits perd no per a poder
destruir els microorganismes contaminants. Per aconseguir un efecte de descontaminacio
o higienitzacio de la primera materia, caldria I'aplicacié de tractaments amb ultrasons
d’elevada intensitat, els quals poden donar lloc a modificacions fisico-quimiques i
organoléptiques indesitjables del producte. Segons Hoover (2000), els factors critics que
determinen I'eficacia dels ultrasons sén el temps d’exposicié dels microorganismes a les
ones ultrasoniques, el tipus de microorganisme, el volum i la composicié de I'aliment, i la
temperatura de tractament.

Per altra banda, el procés de centrifugacié a 20900 x g durant 30 min, aplicada a la FC
després dels ultrasons per separar la solucio d’'Hb de I'estroma (pellet), tampoc ha produit
una disminuci6 significativa dels recomptes totals de la FC fresca. La bactofugacio és un
procés molt utilitzat a la inddstria lactia, que permet sedimentar els bacteris en suspensié
en la llet mitjancant I'aplicacié d’'una forca centrifuga de I'ordre de 12000 x g, gracies a la
diferencia de densitat entre les cél-lules i el medi liquid on es troben. A escala industrial,
aguest tractament s’aplica en condicions de temperatura d’entre 55 i 75°C, ja que permet
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disminuir la viscositat de la llet i afavorir la separacioé dels microorganismes. En el cas de
la fraccio cel-lular, aquesta es centrifugava a temperatura ambient (15-20°C), donat que
un augment de la temperatura altera irreversiblement la funcionalitat del producte i
produeix una coagulacié proteica. Parés (1998) va observar reduccions d’entre 1,5 i 2
unitats logaritmiques de la contaminacié microbiologica del plasma, treballant a
temperatura ambient i sota una forga centrifuga de 21000 x g. La poca eficacia de
separacio dels microorganismes contaminats de la FC hemolitzada mitjancant el procés
de centrifugacié es pot atribuir a I'elevada viscositat d’aquesta a temperatura ambient
respecte a la del plasma o d’altres productes.

c) Efecte de la deshidratacié per atomitzacio sobre els recomptes totals

S’ha observat que el tractament de deshidratacio per atomitzacié si que produeix una
disminuci6 de la carrega microbiologica contaminant, doncs els recomptes de
microorganismes aerobis mesofils de la FC en pols (reconstituida al mateix extracte sec
gue la FC fresca) son significativament inferiors als de la FC fresca i als de la
hemolitzada; concretament es produeix una reduccio de I'ordre d'una unitat logaritmica.

Es forca coml que els tractaments de deshidratacié produeixin una disminucio de la
contaminacié general dels aliments. A més, en els productes deshidratats, durant el
periode d'emmagatzematge i a causa de la baixa activitat de l'aigua, es produeix una
disminucié progressiva de la poblacié microbiana inicial (Frazier i Westhoff, 1988).
Tanmateix, el producte deshidratat reflecteix I'elevada contaminacid de la primera
matéria, ja que presenta uns recomptes totals propers a 10° ufc-mL*, nivells que
segueixen essent massa elevats si aquest producte es vol utilitzar com a additiu
alimentari.

2.4.2.2 Investigacio i recompte de Staphylococcus aureus

El génere Staphylococcus pertany a la familia Micrococcaceae. Sén cocs gram -positius,
catalasa positius, aerobis i anaerobis facultatius, no esporulats i immobils. S. aureus és
'espécie més important des del punt de vista sanitari, doncs algunes soques soOn
responsables d’una intoxicacié alimentaria produida per una enterotoxina que causa
gastroenteritis i que cursa amb vomits i diarrees. La majoria de les soques
enterotoxigéniques son coagulasa i DNAsa positives, perd no tots els estafils coagulasa-
positius sOn necessariament enterotoxigenics. S. aureus és un dels microorganismes mes
resistents a activitats d’aigua baixes i es poden desenvolupar fins a valors d’'a,, de 0,83 a
0,86, encara que per sintetitzar I'enterotoxina requereix una a,, de 0,89 (Troller, 1989).

L’habitat normal de S. aureus és la pell, mucoses i les foses nasals de I'home i els
animals. Roberts (1982) descriu les possibles rutes de contaminacié del teixit muscular
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carni: per transferéncia directa des de la superficie de la canal cap a la carcassa
mitjancant els ganivets o altres estris de treball; indirectament per contacte amb
equipament o 'ambient contaminat en operacions prévies; i per les mans o la roba dels
manipuladors, ja que I'hnome és el principal reservori per a la transmissié del patogen als
aliments durant el seu processament. Quan un aliment presenta un elevat nombre
d’estafilococs, en general, significa que el control de la temperatura d’emmagatzematge,
els tractaments de neteja i desinfeccid, i la manipulacioé del mateix no han estat adequats.
En el nostre producte, la preséncia d’aquest microorganisme vindra determinada per la
via directa de contaminacié de la sang amb la pell de I'animal durant el procés de
dessagnat.

A la Figura 2.10 es pot observar I'efecte de la deshidratacié per atomitzacié sobre els
recomptes de S. aureus de la FC hemolitzada per ultrasonicacio.
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Figura 2.10: Recomptes de S. aureus de la FC
hemolitzada i de la FC hemolitzada i deshidratada per
atomitzacié (reconstituida al mateix extracte sec que
la FC fresca). Les barres d’error indiquen els intervals
de confianga de les mitjanes (P=95%). Les lletres
diferents mostren els grups que sén significativament
diferents (P<0,05).

Els resultats de 'ANOVA van mostrar que existien diferéncies significatives (P<0,05)
entre els recomptes de S. aureus de la primera matéria (la FC hemolitzada), de I'ordre de
10° ufc-mL™?, i el producte deshidratat reconstituit, que presenta uns recomptes inferiors a
10 ufc-mL™, essent 10° el llindar de deteccié que permet la técnica. El test de separacié
de mitjanes va posar de manifest que els dos grups eren significativament diferents. Per
tant, la deshidrataci6 per atomitzacié produeix una disminucié significativa dels
estafilococs presents a la FC hemolitzada de la sang de porc.

Aquesta disminuci6 pot ser deguda a que aquest microorganisme €s bastant
termosensible i no ha resistit les condicions de deshidrataci6. Tanmateix, les



58 Deshidratacié per atomitzacié

enterotoxines que produeix S. aureus s6n molt resistents als tractaments termics i poden
suportar les elevades temperatures del procés de deshidratacio. Des del punt de vista
higiénico-sanitari, la FC deshidratada presenta uns recomptes de S. aureus inferiors a 10°
ufc-g™* de pols, que la farien apta per al consum huma. Malgrat aixo, cal considerar que
aguest valor és una mitjana i, entre les mostres estudiades, algunes presentaven
recomptes de 10° i 10° ufc-g™, fet que s’ha de tenir en compte si aquest subproducte es
vol utilitzar com a ingredient alimentari, ja que la preséncia d’aquest microorganisme
significa que no s’han pres les suficients mesures higiéniques en el procés de recollida i
manipulacié de la sang. A més, pot ser que el microorganisme no hi sigui present, mentre
gue les toxines produides per aquest, donat que sén més resistents, poden romandre en
l'aliment, de manera que I'addicio de la FC en altres productes alimentaris podria suposar
un risc potencial d’intoxicacié alimentaria. De fet, Parés (dades no publicades), en un
estudi realitzat sobre plasma deshidratat de la sang de porc, va trobar preséncia de
toxines de S. aureus en algunes de les mostres estudiades.

2.4.2.3 Investigacio i recompte de Clostridis sulfit reductors

Quan es troben microorganismes esporulats en els aliments refrigerats o en els
deshidratats, existeix el risc de la presencia de clostridis sulfit-reductors, com
C. perfringens i C. botulinum. Aguests microorganismes son bacils gram positius,
esporulats, anaerobis estrictes, mesofils i que redueixen els sulfits a sulfurs. En general,
aguest grup de microorganismes s’utilitza com a indicadors de contaminacio fecal, doncs
alguns clostridis formen part de la flora intestinal normal de 'home i els animals, com el
C. perfringens, que es sol trobar al sol, pols, femtes humanes i d’'animals, carn crua,
pollastre i aliments deshidratats. Els C. perfringens tipus A, C i D sén patdgens per a
’'hnome, produeixen unes enterotoxines que causen diverses malalties entériques.

Donat que els clostridis formen part de la flora intestinal de 'home i els animals, existeix
la possibilitat que C. botulinum hi sigui present. Quan es desenvolupa als aliments,
produeix una toxina responsable del botulisme, intoxicacié alimentaria caracteritzada per
un sindrome neurologic, paralisis musculars, alteracions abdominals i sovint associada a
un index de mortalitat elevat. Malgrat que les toxines son termolabils (s’'inactiva amb un
tractament a 80°C durant 10 minuts o equivalent), les espores de C. botulinum sén molt
termoresistents i algunes soques soén proteolitiques i putrefactives.

Els resultats de l'estudi de l'efecte de la deshidrataciO per atomitzacio sobre els
recomptes de clostridis sulfit reductors a la FC de la sang de porc hemolitzada es mostren
a la Figura 2.11. La deshidratacié per atomitzacié produeix una disminucié significativa
(P<0,05) dels recomptes de clostridis sulfit-reductors a la FC. El test de separacio de
mitjanes també va diferenciar clarament els dos grups: la FC hemolitzada, amb
recomptes de clostridis de I'ordre de 10° ufc-mL™, i la FC deshidratada (reconstituida al
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mateix extracte sec que la FC hemolitzada), amb recomptes inferiors a 10" ufc-mL™,
essent 10" el llindar de detecci6 de la técnica. Tanmateix, malgrat que la majoria de les
mostres de FC deshidratades per atomitzacié presenten nivells de contaminacio per
clostridis inferiors al nivell de deteccié de la técnica, en 3 de les 10 mostres de pols
estudiades es van trobar recomptes de I'ordre de 10" ufc-g™. Des del punt de vista sanitari
es recomana l'abséencia d’aquest grup de microorganismes en un aliment; per aquest
motiu, aquesta FC deshidratada s'hauria de considerar no apta per a Us alimentari.
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Figura 2.11: Recomptes de clostridis sulfit reductors
de la FC hemolitzada i de la FC hemolitzada i
deshidratada per atomitzacié (reconstituida al mateix
extracte sec que la FC fresca). Les barres d’error
indiquen els intervals de confianga de les mitjanes
(P=95%). Les lletres diferents mostren els grups que
son significativament diferents (P<0,05).

2.4.2.4 Discussio global de la caracteritzacié microbiologica de la FC en pols

Els resultats de la caracteritzacié6 microbiologica de la FC demostren que el tractament
amb ultrasons aplicat per hemolitzar la FC previament a la deshidratacio, i la centrifugacio
posterior, no ha disminuit de forma significativa la microbiota contaminat total del
producte, almenys a les condicions estudiades; per contra, els recomptes de bacteris
aerobis mesofils si que disminueixen significativament després del procés de
deshidratacio per atomitzacio.

Tanmateix, aquesta FC deshidratada per atomitzacidé no seria apta per utilitzar-la com a
ingredient per al consum huma. El nostre producte, malgrat que presenti una activitat de
laigua baixa, obstacle que té un efecte protector enfront el possible deteriorament
bioquimic i microbiologic, és susceptible de presentar formes esporulades de clostridis o
d’altres especies de microorganismes resistents a les condicions de dessecacié, com per
exemple S. aureus o, si més no, les seves toxines. Per tant, en principi, es pot assegurar
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I'estabilitat del producte durant 'emmagatzematge enfront el possible deteriorament, pero
no es pot garantir la seva qualitat higiénico-sanitaria quan aquest es reconstitueixi.

Es important considerar el potencial contaminant del nostre producte, sobretot si pensem
en el fet que quan la fraccid cellular s’addicionara en un producte alimentari,
conjuntament amb altres ingredients, cadascun dels components aportara la seva propia
microbiota contaminant, que encara que sigui baixa, en el producte final pot arribar a
suposar un risc per a la salut o per a I'estabilitat del producte. Per poder utilitzar aquest
subproducte s’haurien de millorar les condicions de recollida a I'escorxador, aplicant una
serie de mesures encaminades a reduir el risc de contaminacio, o bé sotmetre la sang o
la fracci6 celular fresca a algun tractament tecnologic de descontaminacié o
d’higienitzacid, préviament al procés de conservacié mitjancant la deshidratacié per
atomitzacié, per evitar o reduir I'elevada contaminacié microbiologica de la primera
materia i millorar la seva qualitat higienico-sanitaria.

2.4.3 Caracteritzacié fisico-quimica de la fraccio cel-lular hemolitzada i
deshidratada per atomitzacio

En aquest apartat s’exposen els resultats de la caracteritzacio fisico-quimica del nostre
producte acabat, concretament en base a les caracteristiques de la seva composicio
guimica i als components del color de la FC hemolitzada i deshidratada per atomitzacié a
140°C.

2.4.3.1 Composicié guimica de la fraccié cel-lular en pols

La fracci6 cel-lular de la sang de porc abans de la deshidratacié té una concentracié de
proteina del 37,2 % (96,6 % sobre I'extracte sec), un contingut d’aigua del 61,5 % i un
percentatge de greix del 0,26 % (Parés, 1995). Aquests valors sén forca propers als
trobats a la bibliografia. Ockerman i Hansen (1994) va trobar un 1 % de lipids i entre un 1
i un 3 % de sals minerals, mentre que Ranken (1980) cita un 1,1 % de sals minerals i un
0,4 % de greixos. Cal considerar que existeixen diferéncies en la composicié d’aquesta
fraccié de la sang entre especies i fins i tot entre individus de la mateixa espécie.

A la Taula 2.4 es presenten els resultats de les analisis fisico-quimiques de la FC
hemolitzada i deshidratada per atomitzacié a 140°C per determinar la seva composicio.
Com es pot observar, presenta una composicié bastant constant doncs les desviacions
estandards son forca estretes. El contingut en proteina representa aproximadament entre
el 94 i el 95 % del producte deshidratat i majoritariament es correspon a I'Hb. Aquest
component és el que presenta més variabilitat entre mostres, mentre que en els altres
components el marge de variabilitat és forga estret. Malgrat tot, cal considerar que
aguesta variabilitat es deu a la precisi6 de la tecnica analitica.
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Taula 2.4: Composicié quimica de la fraccié cel-lular en pols. *

Component Percentatge (% en pes) b
HUMITAT 527 +0,77
PROTEINA 94,57 + 1,09
CENDRES 3,03+£0,25
GREIX 0,70 £ 0,24

% Mitjanes de les determinacions fetes com a minim per duplicat
sobre cada mostra (mitjana + DS, n=10).
®en g per 100 g de FC en pols.

Si comparem les dades del nostre producte amb la composicio de la globina dessecada
estudiada per Ockerman i Hansen (1994), el percentatge de proteina €s molt semblant i
el contingut en sals minerals (3 %) es troba dins de l'interval citat per aquests autors i
forca proper al 2,3 % trobat per Lynn Knipe (1988). La variabilitat observada en el
percentatge de sals minerals ve determinada per la concentracié d’anticoagulant afegida
a la sang durant el procés de recollida, ja sigui perqué s'utilitzen sistemes de dosificacio
poc precisos o per la variabilitat en la dosificacié en funcié de I'escorxador, que en el cas
de citrat sodic pot variar del 0,4 al 0,8 % (p/v) (Parés, 1995).

En canvi, el nostre producte té un major contingut en humitat que la globina dessecada
segons Ockerman i Hansen (1994) que presenta una humitat del 3,5 % i també és
lleugerament superior al 4,5 % d’humitat de la fraccio cel-lular deshidratada segons Lynn
Knipe (1988); aquestes petites diferencies son degudes a les condicions de deshidratacio
d’aquests productes. En el nostre cas, no hem arribat a un grau de deshidratacio tan
intens perqué per determinar les millors condicions d'aplicacié del procés tecnologic, a
part del contingut en humitat final del producte en pols, hem tingut en compte el
manteniment de la funcionalitat de la proteina.

També hem trobat un contingut en greix superior que els percentatges que es citen a la
bibliografia. El nostre producte presenta quasi un 1 % de greix, concretament un 0,7 %,
valor relativament superior al 0,1 % trobat per Lynn Knipe (1988). Malgrat tot, no podem
comparar els nostres resultats amb els citats per aquest autor donat que desconeixem
'espécie de la qual procedia la sang i el tipus de tractament aplicat a la fraccié
corpuscular dessecada.
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2.4.3.2 Caracteritzacio dels parametres del color de la fraccio cel-lular en pols

Com tots els pigments d’estructura tetrapirrolica, I'Hb presenta unes determinades
propietats espectrals i colorants, degudes fonamentalment a I'estat del grup hemo. L’estat
d’oxidacié del ferro del grup hemo (Fe** o Fe*) i la naturalesa dels grups que estan units
a la sisena posicié d'aquest (O,, NO, CO,, H) expliquen l'origen de les variacions de
color i la reactivitat de I'hemoglobina. El ferro és un metall de transicid que disposa
d’orbitals buits o incomplets, de manera que la transicié d’electrons a aquests orbitals
determina I'absorcio de la llum en I'espectre visible i, en consequencia, el color de 'Hb i
dels seus derivats.

Les modificacions de I'Hb produides pels tractaments tecnoldgics condicionen el color
d’aguesta quan s’addiciona als productes carnis. Les principals formes de I'Hb son la
desoxiHb, I'oxiHb i la metaHb. La desoxiHb és el pigment natural, t¢ un atom de ferro en
esta ferrés (Fe®) en el grup hemo. Aquest derivat té un color vermell-porpre i esta
present quan la pressié parcial d’oxigen és baixa. En preséncia d’'oxigen (atmosfera
normal), 'Hb es transforma a oxiHb. Aquest pigment, de color vermell intens, és un
complex Hb-Fe*-O,, relativament estable quan la pressié parcial d’oxigen és elevada. La
metahemoglobina (MHb) és una forma oxidada de I'Hb, en la qual el ferro del grup hemo
es troba en estat ferric (Fe*). Es tracta d’'un pigment marrondés fosc, generalment
indesitjable en els productes carnis. Per aix0 s’han proposat diferents procediments de
descoloracié de la fracci6 cel-lular, per poder utilitzar la globina com a additiu alimentari.

El poder colorant de I'Hb és poc estable i durant els processos tecnologics o
'emmagatzematge es poden produir canvis en el seu color que es tradueixen en canvis
en les coordenades cromatiqgues o parametres de color (Potter i Hotchkiss, 1995). La
desnaturalitzacié de la globina pels tractaments térmics o per pHs baixos afavoreix
l'autooxidacié de I'Hb a metaHb (Cheftel et al., 1989) i aquesta és la responsable de
'aparicid d’'un color marronés fosc no desitjat. Aquest enfosquiment s’observa quan
deshidratem el nostre producte per atomitzacié. Segurament, en la fraccié cel-lular en
pols el pigment esta majoritariament en forma de metaHb perqué el tractament tecnologic
ha produit una oxidacio del ferro del grup hemo.

El grup hemo de I'Hb presenta dues bandes d’absorcié en I'espectre visible. Una d’elles
€s poc intensa i presenta un maxim d’absorcié entre 550 i 660 nm, és la banda Q
caracteristica del color vermell del pigment i la seva longitud d’'ona d’absorci6 maxima
varia en funcio de l'estat de I'hnemo (oxiHb o metaHb). La segona banda d’absorcio, la
banda B o de Soret, és més intensa i presenta un maxim d’absorcié a 430 nm (Cheftel et
al., 1989).

Els resultats de les determinacions dels parametres CIE L*, a* i b* del color de les
diferents mostres de fraccié cel-lular hemolitzada deshidratades per atomitzacié a 140°C
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es mostren a la Taula 2.5. Els valors de les tres coordenades cromatiques (LIluminositat,
To i Saturacid) sén bastant constants en les diferents mostres estudiades i reflecteixen el
color vermell marronés fosc del producte en pols obtingut.

Taula 2.5: Valors dels components CIE L'a b del color i la Saturacié (C*)
de la FC hemolitzada i deshidratada per atomitzaci6 a 140°C.

Components primaris del color Mitjanes + SD*
Valor L (Lluminositat) 32,03 + 0,67
Valor a” (To vermell-verd) +21,91 £ 1,47
Valor b” (To groc-blau) +14,62 + 1,05
valor C (Saturacio) ° 26,35 + 1,67

? Mitjanes de les determinacions fetes com a minim per triplicat sobre

cada mostra (mitjana + DS, n=10).

® Cromacitat = (a2 + b )2

El valor de la coordenada vermell-verd (a*) és forca elevat com a consequéncia de la
intensa pigmentacié vermella que presenta el nostre producte. En molts productes carnis
s'ha observat que aquest parametre s'incrementa en funcié de la concentracié dels
hemopigments presents. Per exemple, algunes visceres com el pulmé presenten valors
del component vermell elevats (+a*) ja que contenen gran quantitat de sang retinguda i,
per tant, una alta concentracié d'Hb; en el cor, donat que presenta una major proporcio de
mioglobina que altres teixits musculars, els valors de la coordenada a* sén superiors que
els de la carn magra (Pérez-Alvarez et al., 1998).

El nostre producte també presenta certa tonalitat groguenca, tal com reflecteix el
parametre b* (+). La Saturacioé o Cromacitat (C*), que representa la intensitat o la tonalitat
del color resultant de la combinacié entre els components a* i b*, esta més propera a les
tonalitats grisoses que als colors vivids de l'espectre. La lluminositat (L*) és relativament
baixa, degut basicament a que l'oxidacié de I'Hb es tradueix en un enfosquiment o
disminucié del component L* del color de la fraccio cel-lular en pols.

2.4.4 Activitat de l'aigua i isotermes de sorciéo de la fraccié cel-lular
deshidratada per atomitzacio

L’aigua és el constituent principal de quasi tots els aliments en estat natural i té un paper
essencial en la seva estructura i textura. La interaccio de l'aigua amb els constituents
guimics dels aliments és el principal factor responsable del comportament de I'aliment
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davant els processos de deteriorament i determina la seva relativa estabilitat durant
lemmagatzematge. Donat que la possibilitat que en un aliment es produeixi el
desenvolupament dels microorganismes o les reaccions deteriorants en les que intervé
l'aigua, depén de la disponibilitat d’aquesta al producte més que del seu contingut total en
aigua, per expressar la susceptibilitat dels aliments a les diferents reaccions quimiques i
bioquimiques de deteriorament, s'utilitza un parametre termodinamic, I'activitat de I'aigua
(aw), que indica la disponibilitat de I'aigua en un aliment.

L’activitat de l'aigua és una “propietat fonamental de les solucions aquoses” de gran
interés sanitari i tecnologic, ja que condiciona les possibilitats de conservacio dels
productes alimentaris. Esta acceptat de forma generalitzada que I'activitat de l'aigua esta
més estretament relacionada amb les propietats fisico-quimiques i biologiques dels
aliments i d’'altres productes naturals, que el contingut total d’humitat (Rockland i Nishi,
1980). L’a,, es defineix com la relacié entre la pressio de vapor que exerceix l'aigua d’'un
aliment a la interfase solid-gas (Pw) i la pressi6 de vapor de l'aigua pura (Pwy),
mesurades totes dues a la mateixa temperatura (Scott, 1957; citat per Troller, 1989):

Pw
Pwo

L'a, €s I'equilibri entre la humitat relativa de I'aliment i el medi ambient que I'envolta. Aixi
doncs, I'a, i la humitat relativa en I'equilibri (HRE) es relacionen amb la formula seguent:

_ %HRE
100

de manera que I'a,, és un terme analeg a la humitat relativa pero expressat com a tant per
1. Per definici6, I'a,, de I'aigua pura és 1,0. L'a,, dels aliments va des de valors al voltant
de zero, per als aliments deshidratats, fins a valors propers a la unitat, en els quals l'aigua
esta totalment disponible, com a les fruites i hortalisses fresques, la carn, el peix i la llet
(Taula 2.6).

El moviment de l'aigua entre I'aliment i el seu ambient esta governat per I'a,, Quan I'a,, de
laliment sigui superior a la de I'ambient, es produira una deshidratacio del producte
alimentari, passant l'aigua lliure a l'aire que I'envolta; aquesta perdua d’aigua s’aturara
quan les a, de l'aliment i de l'aire s’equilibrin. En el cas contrari, quan I'a,, de I'aliment
sigui inferior, aquest adsorbira aigua de I'ambient. Existeixen diferents parametres que
influencien l'a,, dels aliments: temperatura, composicio, propietats fisiques, forca ionica i
pH de l'aliment.
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Taula 2.6: Valors d’activitat de I'aigua segons els aliments.

Ay Aliments
0,98 - 1,00 Fruites i hortalisses fresques, carn, peix, llet i formatges frescos.
0,93-0,96 Carns curades, la majoria de formatges.
0,86 - 0,93 Formatges curats secs i productes carnis curats fermentats.
0,80-0,87 Farina, pastissos, arros, cereals, llet condensada ensucrada.
0,72-0,88 Productes d’humitat intermitja, melmelades i confitures.

0,60 - 0,66 Fruits secs.
0,20 - 0,60 Aliments deshidratats.

Font: Lewis (1990).

a) Temperatura

Per a un mateix solid, i a humitat relativa constant, I'a, augmenta quan incrementa la
temperatura. En augmentar la temperatura, els enllagcos que existeixen dins de I'aliment
es trenquen, i aixi fan incrementar l'a,. Es per aquest fet que la conservacid en
refrigeracio allarga la vida util dels aliments, ja que es disminueix I'a,, de la mateixa
manera que les temperatures de refrigeracié també dificulten les possibles reaccions
fisico-quimiques deteriorants i el desenvolupament microbia.

b) Composici6 de I'aliment

Segons els ingredients presents als aliments, aguests tenen diferent capacitat de lligar
I'aigua als seus punts actius (grups -OH, -NH;", -COO, etc.) i, per tant, varia la quantitat
d’aigua lliure o disponible. Per exemple, a la regié de baixes HR, els aliments rics en
midd, com els cereals, farines, patates, hortalisses, etc., presenten la maxima capacitat
de retencié d'aigua. En canvi, els aliments rics en proteines, com la fraccié cel-lular i
altres productes carnis, lactis, ous i peixos, tenen una capacitat de retencié d’aigua
inferior que els amilacis, pero superior a la de les fruites (Vidal et al. 1986) i a la dels
productes amb elevat contingut en cel-luloses (Christian, 1983-1984).

c) Propietats fisiques de I'aliment

L’estat fisic en el qual es troba I'aliment, segons tingui una estructura amorfa o cristal-lina,
influeix de forma acusada sobre la capacitat de retencid de l'aigua. Aquest estat fisic
depén, en gran part, dels tractaments tecnologics aplicats. Els processos de
deshidratacio, liofilitzacio, congelacio, etc., produeixen variacions en I'absorcié de l'aigua.
Per exemple, I'escalfament del midd produeix una modificacio de la seva estructura,
perque en la gelatinitzacié, la xarxa cristal-lina impermeable a I'aigua, es transforma en un
estat amorf. La grandaria de les particules de l'aliment també influencia l'a,, ja que
'adsorcio d’aigua depen de la superficie que tingui la particula, i aquesta superficie esta
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relacionada amb la grandaria de la particula. Aixi, com més petites siguin les particules,
més aigua lligaran, fent disminuir I'a,,

d) Forcaionica

En funcié de la concentracié d’ions que existeixi en el medi, aquests, en solvatar-se,
lligaran més o menys quantitat d’aigua. Aixi, quan augmentem la forca ionica dels
aliments, per exemple en els processos de salat, I'a,, disminuira.

e) pH

Segons el pH, variara I'estat d’ionitzacio dels grups ionics de I'aliment, aixi com la seva
capacitat de lligar aigua i, per tant, aquesta estara més o menys disponible.

Influencia de I'a,, en la qualitat i I'estabilitat dels aliments:

L'a, dels aliments té una influéncia directa sobre canvis especifics que es poden produir
en el color, aroma, textura, flavour, estabilitat bioquimica i microbiologica, i en
'acceptabilitat dels productes alimentaris frescos o processats (Rockland i Nishi, 1980).
El desenvolupament dels microorganismes en els aliments depén clarament de diversos
parametres com la disponibilitat de l'aigua, contingut i concentracié de nutrients, pH,
temperatura, potencial d’oxidacié-reduccid, preséncia o abséncia de certes substancies,
etc. Aixi, l'activitat de l'aigua d'un aliment determina el possible creixement de
microorganismes patogens i/o deteriorants. En general, una disminucié de I'a,, suposa un
augment de la fase de laténcia de la corba de creixement dels microorganismes, de
manera que disminueix la seva velocitat de creixement. Els valors minims d’a,, per al
desenvolupament i la produccié de toxines d’alguns microorganismes patogens d’origen
alimentari es poden veure a la Taula 2.7.

Taula 2.7: Efecte de I'a,, sobre el creixement i la produccié de toxines de diferents
especies de microorganismes patogens en aliments. Font: Troller (1989).

Microorganisme a, minima
Creixement Produccié de toxines

Salmonella spp. 0,94 Y
Clostridium botulinum - tipus A'i B 0,93 0,84
Clostridium perfringens 0,95 desconegut
Bacillus cereus 0,93 Ya
Staphylococcus aureus 0,86 0,89

Listeria monocytogenes 0,93 Y

Vibrio parahemolyticus 0,94 Ya

Aspergillus flavus 0,83 0,78
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Aquestes dades suggereixen que a nivells d’a, per sota de 0,78-0,80 no existeix
creixement de microorganismes patogens. També indiquen que els bngs filamentosos
generalment sén més osmotol-lerants que els bacteris pel que fa a la seva capacitat de
desenvolupar-se i de produir toxines a baixes a,. Esta demostrat que el creixement de la
majoria dels bacteris és inhibit a a, inferiors a 0,90 i per a la majoria de fongs
filamentosos i llevats entre 0,88 i 0,80 (Troller, 1989). Des del punt de vista microbiologic
es poden classificar els aliments en tres categories: aliments d’humitat alta (HMF), I'a,,
dels quals varia entre 0,9-1,0; aliments d’humitat intermitja (IMF), amb una a,, entre 0,6-
0,9; i aliments de baixa humitat (LMF), amb una a, entre 0,0-0,6. En el deteriorament de
molts HMF, I'accidé dels microorganismes és decisiva, mentre que pels IMF només és
rellevant I'accio de certs tipus de microorganismes osmofils o0 osmotol-lerants i en els LMF
el creixement microbia esta practicament inhibit (Vidal i Bornhardt, 1991).

Els enzims deteriorants presents als aliments poden ser endogens o bé ser secretats per
microorganismes que creixen en l'aliment. L’aigua promou de diverses formes I'activitat
enzimatica: com a mitja de difusié i desplacament, solvent dels substrats, reactiu durant la
hidrolisi, estabilitzant de I'estructura i configuracié dels enzims, font d’hidrogen per formar
enllagcos entre grups polars o com a medi on s’alliberen els productes de la reaccié. A
mesura que augmenta l'a, de l'aliment, la velocitat de les reaccions enzimatiques
s’accelera (Figura 2.12). Aquest increment s’atribueix a un augment en la mobilitat dels
enzims. En la regié de la capa monomolecular (aigua fortament lligada) la mobilitat és
nul-la i, per tant, I'activitat enzimatica no és possible (Troller, 1989).

LLIGADA COVALENT LLIURE

coluts i capil-laritat)

ISOTERMA
D'ESTABILITAT

CONTINGUT EN HUMITAT / ACTIVITAT RELATIVA

a0 40 50 60

ACTIVITAT DE L'AIGUA, % H. R.

80 100

Figura 2.12: Representaci6 de les velocitats relatives d’alteracio
dels aliments en funcio de I'a, i les propietats de sorcié d'humitat
dels productes alimentaris (Rockland i Beuchat, 1987).
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L’efecte de I'a,, en 'oxidacié dels lipids és una mica complex. Les reaccions d’autoxidacio
dels greixos son les Uniques reaccions de deteriorament dels aliments que tenen lloc a
gualsevol valor d’a,, fins i tot a a, baixes, malgrat que en l'interval d'a,, entre 0,21 0,4 es
produeixen més lentament. S’ha observat que si s'augmenta la concentracié d’'aigua fins
a valors intermitjos, aquesta té un efecte protector enfront I'oxidacié. S’han proposat
diverses hipotesis que expliqguen els mecanismes de la disminucio de [I'oxidacio
autocatalitica dels lipids per valors d’'a,, baixos o I'efecte protector a valors d’'a,, elevats
(Karel, 1973; Pomeranz, 1991; Troller, 1989).

Les reaccions d’enfosquiment no enzimatic o reaccions de Maillard es produeixen als
aliments com a resultat de processos d’escalfament, deshidratacié o concentracio, donant
lloc fonamentalment a modificacions de les caracteristiques organoléptiques dels
aliments, sobretot del color i del flavour, perd també produeixen una alteracié del valor
nutritiu ja que els compostos de les reaccions de Maillard provenen d'una serie de
reaccions hidrolitiques no enzimatiques entre sucres reductors i aminoacids. La
possibilitat que es produeixin aquestes reaccions depén directament de I'a,, i presenta el
grau maxim entre 0,5 0,8 (Figura 2.12). A baixes activitats de l'aigua, el factor limitant és
la dificultat de mobilitat, degut fonamentalment a 'augment de viscositat que va assolint el
producte a mesura que perd aigua (Troller, 1989); mentre que a a,, altes, I'enfosquiment
s'inhibeix per I'efecte de dilucié dels substrats de la reaccié per la preséncia de gran
quantitat d’aigua lliure (Karel, 1973).

Relaci6 entre I'a,, i el contingut en aigua: Isotermes de sorcid

Si es col-loca un aliment higroscopic en contacte amb una atmosfera d’humitat relativa i
temperatura constants, aquest guanyara o perdra aigua fins a assolir un contingut
d’humitat determinat, anomenat humitat d’equilibri. En aguest moment, la pressié de
vapor de l'aigua sobre la superficie de l'aliment (P) sera igual a la pressié parcial del
vapor d’aigua a 'ambient que envolta al producte (Py).

Una isoterma de sorcié d’humitat és la corba que indica, en I'equilibri i a una temperatura
determinada, la quantitat d’aigua retinguda per un producte en funcié de I'a,,, 0 el que és
equivalent, en funcié de la humitat relativa de I'atmosfera que envolta I'aliment. Dit d'una
altra manera, s'anomena isoterma de sorci6é d’humitat d’un aliment, a la pressio parcial de
vapor que exerceix I'aigua de I'aliment en funcié del seu contingut en aigua, en I'equilibri i
a una temperatura constant.

Si un aliment higroscopic es troba en un ambient amb una HR superior a la HRE
corresponent al seu contingut en humitat, aquest fixara vapor d'aigua fins que assoleixi
I'equilibri. Aquest fenomen es coneix com adsorcio, i les isotermes d’equilibri obtingudes
seguint agquest procediment son les isotermes d’adsorcio. En el cas contrari, si I'aliment
es posa en contacte amb un ambient on la seva HR és inferior a la HRE corresponent al
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contingut d’humitat del producte, cedira vapor d’aigua a I'ambient i es dessecara, o millor
dit, patira un procés de desorcio. En aquest cas s'anomenen isotermes de desorcio.

En general, per a un mateix producte i a una temperatura determinada, la isoterma
d’adsorci6 no es superposa a la de desorci6 (Figura 2.13). Aquesta no coincidéncia de les
dues isotermes s’anomena histéresi i és especialment més pronunciada en la zona
intermedia de les isotermes d’equilibri, que es correspon amb l'aigua lligada de forma
debil a la capa monomolecular. El fenomen de la histéresi té una gran influencia sobre el
comportament dels aliments en els processos d’adsorcié o de desorcio d’aigua. Per a un
producte amb el mateix contingut en aigua, s’estableix I'equilibri en la desorcioé a un valor
d'a, corresponent a una pressié parcial de vapor d’aigua menor que l'adsorcié. De
manera que, a una mateixa a,, el contingut en humitat d’'un producte en la isoterma
d’adsorcid, en general, és inferior al de la desorcid, especialment en els productes frescos
i naturals (Karel, 1973; Rockland i Nishi, 1980).

CONTINGUT EN HUMITAT (%)

I T T T T T T T T T T
0 Ol 02 03 04 05 068 07 08 09 10
ACTIVITAT DE L'AIGUA (aw)

Figura 2.13: Representacié esquematica de les isotermes de
sorcié mostrant el fenomen de la histéresi (Kapsalis, 1987).

Les isotermes de sorcié dels productes alimentaris poden presentar diferents formes,
encara que la més frequent és la forma sigmoidal (Jimenez i Arraiz, 1980; Vidal et al.,
1986; Wolf et al.,, 1972). La zona A indicada en la Figura 2.13 correspon a l'aigua
fortament lligada a I'aliment, en forma de capa monomolecular, fixada als grups polars de
certs compostos; i també a l'aigua de cristal-litzacié de les sals i sucres. Aquesta part de
laigua no esta disponible per actuar com dissolvent o reactiu (Vidal et al., 1986) i tampoc
es pot congelar. Per sobre de la zona A, les isotermes poden dividir-se en dues o més
regions, corresponents a l'aigua cada vegada més disponible i formades per capes
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successives d’aigua debilment lligada a la monomolecular mitjancant ponts d’hidrogen.
Finalment, a valors d’a,, per sobre de 0,75 es troba l'aigua lliure, que representa la major
part de laigua dels aliments frescs o processats (no els deshidratats), present en
dissolucions, retinguda per capil-laritat o per forces de naturalesa osmotica (Wolf et al.,
1972).

Interés tecnologic de les isotermes de sorcid

Les isotermes de sorcid, que representen la relacié funcional entre I'a,, i el contingut en
aigua en equilibri d’'un aliment, a temperatura i pressié constants, son de gran interés en
la tecnologia alimentaria, ja que permeten predir entre d’altres: les propietats de lligar
aigua dels materials dels aliments; el temps de deshidratacié dels productes alimentaris i
fer una estimacié de l'energia necessaria pel procés dassecament; les condicions
d’equilibri quan es mesclen ingredients amb diferents activitats de l'aigua; I'estabilitat
microbiologica i bioquimica en funcié del contingut en aigua dun producte; i el
comportament dels aliments durant el periode d’emmagatzematge, i per tant, la vida
comercial atil dels aliments (Vidal i Bornhardt, 1991). Les condicions d’emmagatzematge
o els diferents processos tecnologics que s’apliquen als aliments produeixen canvis
significatius en la seva qualitat, que estan associats a canvis en la histéresi de les
isotermes de sorcio. Aixi, estudiant els canvis produits en la histéresi, es pot determinar el
deteriorament de la qualitat que ha sofert el producte (Wolf et al., 1972). Per exemple, en
la produccié daliments deshidratats que s’han de rehidratar abans de la seva
comercialitzacié, hom pot trobar que el producte presenta una a, molt superior a
'esperada.

Les isotermes de sorci6 varien amb la temperatura i, principalment, segons la composicio
del producte (Banwart, 1982). En un estudi fet amb quatre proteines (gelatina,
ovoalbumina, caseina i queratina) es va observar que les diferents formes que
presentaven les corresponents isotermes eren degudes a les diferents estructures
proteiques, composicié en aminoacids i altres caracteristiques fisico-quimiques de les
proteines, aixi com a canvis produits pels tractaments termics aplicats (Hagerdal i
Lofgvist, 1973). En un altre estudi fet amb diferents fibres alimentaries, també es va
observar la diferent forma que presentaven les isotermes de sorcid, deguda principalment
a canvis en l'estructura de cada tipus de fibra, que produeixen modificacions en les
propietats de lligar o adsorbir aigua (Cadden, 1988).

A la Taula 2.8 es mostren els valors de l'activitat de l'aigua a 20°C de tres mostres de FC
(A, B i C) hemolitzades i deshidratades per atomitzacié a 140 °C, obtinguts pel metode de
la interpolacié grafica. A la Taula 2.9 es poden observar les mitjanes de les dades
experimentals dels continguts en humitat (g aigua per 100 g de solids) de les tres mostres
diferents de FC deshidratades per atomitzacié a 140 °C estudiades (A, B i C) en funci6 de
la seva activitat de I'aigua a 20°C.
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Taula 2.8: Activitats de l'aigua (ay) a 20°C de les mostres A, B i C de FC
deshidratada per atomitzacié a 140°C determinades pel métode de la
interpolacio grafica, i coeficients de regressio de les rectes.

Mostra ay (20°C) R
A 0,2124 0,942
B 0,2123 0,912
C 0,2442 0,901

Taula 2.9: Contingut en humitat en l'equilibri de la FC hemolitzada i
deshidratada per atomitzacié a 140°C en funcié de I'a,, a 20°C.

ay (20°C) Contingut en aigua (g aigua/100 g matéria seca) ®

ADSORCIO DESORCIO
0,20 5,55 + 0,38 5,55 + 0,38
0,336 7,86 + 0,36 9,95 + 0,40
0,435 9,79 £ 0,36 10,95 £+ 0,10
0,549 11,46 + 0,42 13,31+ 0,29
0,656 14,94 + 0,41 16,18 + 0,94
0,755 18,95 + 0,37 21,42 + 0,92
0,98 62,60 + 1,64 62,60 + 1,64

® Mitianes + IC de les dades experimentals obtingudes pel métode
gravimetric, realitzant dues determinacions per a cadascuna de les
mostres de FC en pols analitzades (A, B i C).

Les isotermes de sorcio a 20°C de la FC hemolitzada i deshidratada per atomitzacio es
mostren a la Figura 2.14. Els valors obtinguts en la determinacié gravimétrica de la
isoterma d’adsorcié de la FC deshidratada per atomitzacié s’han ajustat a una funcié
sigmoidal mitjangant regressio no lineal i el coeficient de regressio obtingut és molt elevat
(R?=0,998). La representacié grafica de la isoterma de desorcio s’ha realitzat de forma
aproximada a partir de les dades experimentals donat que no existeix cap model que
permeti el seu ajustament.
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Figura 2.14: Isotermes de sorci6 a 20°C de la FC hemolitzada i deshidratada per
atomitzacio a 140°C. La isoterma d’adsorcid s’ha ajustat a una funcié sigmoidal mitjancant
regressié no lineal. La isoterma de desorcid és una aproximacié grafica. Les barres d’error
indiquen els intervals de confianca de les mitjanes (P=95%).

Les isotermes de sorcié a 20°C de la FC deshidratada per atomitzacié presenten una
forma sigmoidal caracteristica dels productes alimentaris, és a dir, una zona inicial
convexa, una zona intermedia forgca lineal i una zona final concava. El contingut en
humitat en equilibri de la fraccié cel-lular en pols augmenta quan incrementa 'activitat de
'aigua a temperatura constant i disminueix quan disminueix I'a,,, tant en 'adsorcié com en
la desorcid. Aquesta forma sigmoidal és més accentuada en aliments amb un elevat
contingut en proteines (Kapsalis, 1981; Wolf et al., 1972) i s’atribueix a diferéncies
gualitatives en I'afinitat per 'aigua dels solids higroscopics (Castillo, 1997).
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A les isotermes de la Figura 2.14 es poden diferenciar tres segments en funcié de l'a,,
forga coincidents amb les regions que normalment s’observen a les isotermes de forma
sigmoidal. Aquestes regions representen els tres principals mecanismes de lligam de
l'aigua al producte segons l'a, d’aquest (Cadden, 1988; Rockland i Nishi, 1980). En
primer lloc, fins a valors d’a,, de 0,25, s’observa una zona inicial convexa, corresponent a
la regi6é de la monocapa o d'aigua fortament lligada mitjangant ponts hidrofilics sobre els
punts polars dels components de I'aliment. Aquesta part de I'aigua no esta disponible per
actuar com a dissolvent o reactiu. En la FC deshidratada estaria representada per l'aigua
lligada als grups ionics de 'Hb (NH;" i COQ"). La segona regi6 o zona intermedia, des de
valors d’'a,, de 0,25 fins a 0,75, és més aviat lineal i es correspondria amb la regio de la
multicapa, una zona de transicié en la qual 'aigua esta cada cop més debilment lligada
mitjangant ponts d’hidrogen. En tercer lloc, a partir de nivells d’a,, de 0,75 i fins a 1,0,
s’observa la seccio final concava de les isotermes, que es correspondria a la regio
d’aigua unida per capil-laritat, condensada sobre la multicapa o aigua lliure, en la qual
estan dissolts la major part dels components del sistema, com els aminoacids lliures o els
sucres.

En la regi6 intermédia de les isotermes de la FC, aquestes no coincideixen, o el que és el
mateix, la isoterma d’adsorcié no es superposa a la de desorcié. Aquest comportament
diferent, que s’observa en forma de bucle a la representacié grafica, es correspon a la
histeresi i, en el nostre cas, és forca estreta i llarga si la comparem amb la que
normalment s’observa a les isotermes dels productes alimentaris. En efecte, a la Figura
2.14 podem observar que a un mateix valor d'a,,, per exemple 0,4, el contingut en aigua
del producte en la isoterma de desorcié és superior (11 %) que el de la isoterma
d’'adsorcio (9 %). La histéresi comenca a valors d’'a,, superiors a 0,2 i les dues isotermes
no tornen a coincidir fins a valors per sobre de 0,8; aquesta zona es correspon
fonamentalment a la regi6 intermedia de la isoterma, és a dir, on l'aigua esta lligada de
forma débil a la capa monomolecular.

Segons Wolf et al. (1972), la histéresi de les isotermes és una caracteristica molt
important per conéixer el comportament dels diferents aliments en els processos de
sorci6 de vapor d’aigua, doncs proporciona informacié addicional, de la qual no se'n
disposaria si s’estudiessin la isoterma d'adsorcio i de desorcié de forma aillada o per
separat. La histéresi indica que existeix un mecanisme de proteccié natural dels aliments
enfront a determinades condicions d’humitat ambiental, com per exemple la pérdua
d’aigua en una atmosfera seca o la humidificacié.

Aquest comportament observat en la histeresi de les isotermes de la FC en pols també és
caracteristic en molts aliments amb un elevat percentatge de proteina, com la carn i els
llegums (Kapsalis, 1987). Les proteines tenen més capacitat de retencio de I'aigua que
els lipids o els sucres i aix0 determina que no existeixin tantes diferencies entre les
isotermes d’'adsorci6 i les de desorci6 i, per tant, que la histéresi sigui més estreta. El fet



74 Deshidratacié per atomitzacié

gue les isotermes de sorcié de la FC en pols presentin una histéresi forca estreta també
és un fet bastant comu en els productes deshidratats, en els quals el contingut en humitat
en la isoterma de desorcié és significativament inferior, a la mateixa a,, que la dels
productes frescos o naturals (Rockland i Nishi, 1980).

A partir de les dades experimentals es va calcular la isoterma d’adsorcio, ajustant els
valors d’'a,, i els percentatges d’humitat experimentals segons el model GAB (proposat per
Guggemhein-Anderson-de Boer) (Jouppila i Ross, 1994; Kaminski i Al-Bezweni, 1994;
Roos, 1993). Els coeficients de regressio i 'equacié obtinguts mitjancant I'ajustament de
les dades experimentals a una funcio polinomica de segon grau (Figura 2.15) es poden
veure a la Taula 2.10. Finalment es va obtenir la isoterma d’adsorcié a 20°C de la FC
deshidratada per atomitzacio segons el model GAB que es mostra a la Figura 2.16.

0,06
0,05 - e
0,04 -
S 0,03
=0
0.02 7 y =-0,151x% + 0,1556x + 0,0081
0,01 - R? =0,9448
0 ¢ . . , ,
0 0,2 0,4 0,6 0,8 1
aw (20 °C)

Figura 2.15: Relaci6 entre a,/m i l'a, (@ 20°C) de la FC
hemolitzada i deshidratada per atomitzaci6 a 140°C per
calcular els coeficients de regressié a, b i g (essent m els g
d’aigua per 100 g de matéria seca).

La isoterma d'adsorci6 de la FC deshidratada per atomitzacio, obtinguda segons
lajustament de les dades de sorcidé experimentals al model proposat per Guggenheim-
Anderson-De Boer (GAB), també presenta una forma sigmoidal. Sembla que I'equacié
GAB és un bon model per a les dades obtingudes de forma experimental, doncs la funcié
polinomica de segon grau de la Figura 2.15, on es va representar I'a,, en funcié de a,/m
(a partir de les dades obtingudes gravimetricament) per determinar els coeficients de
regressid a partir dels quals es va aplicar el model GAB, presentava un coeficient de
correlacio forca elevat (R = 0,945).
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Taula 2.10: Coeficients de regressié i equacio polindmica de segon grau obtinguts a partir
de la representacio de I'a,/m en funcié de I'a,,; constants i equacio del model GAB.

Equacié polinomica de segon grau
ay /m = - 0,151 a,° + 0,1556 a,, + 0,0081  (R? = 0,9448)
a=-0,151 b =0,1556 g=0,0081

Model GAB
Mm CcK aw
m =

T (1- Kaw)[1+(Co- 1)K aw]
Mm = (-1 / (4ag-b®)*? = 5,8617

K =- (b -1/Mp) / (29 = 0,9258

Ce =1/ (My gK) = 22,7491

m = contingut en humitat en base a I'extracte sec.

Mm = contingut en humitat (en base a I'extracte sec) de la capa monomolecular.
Cg = constant de Guggemheim.

K = factor de correccio per a les molécules de la multicapa respecte al bulb liquid.
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Figura 2.16: Isoterma d'adsorci6 a 20°C de la FC hemolitzada i
deshidratada per atomitzacié a 140°C obtinguda segons el model GAB
(Guggemhein, Anderson i De Boer).
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L’equaci6 GAB és un bon model per estudiar el comportament d’adsorcié del nostre
producte deshidratat durant el periode d’'emmagatzematge. El contingut en humitat inicial
mitja de la FC deshidratada per atomitzacié a 140°C és del 5,56 % (sobre extracte sec).
Segons les isotermes de sorcid obtingudes experimentalment, aquest percentatge
d’humitat es correspon a un valor d’'a, a 20°C d’aproximadament el 0,2, valor que
coincideix amb els valors obtinguts en la determinacio gravimetrica de I'a,, en les mostres
A, B i C de fraccio cel-lular deshidratades per atomitzacio a 140°C (Taula 2.9), mentre que
segons la isoterma d’adsorcié obtinguda pel model GAB, I'a,, del producte després de la
deshidratacio seria del 0,165.

Es important destacar que fins a valors d’a,, de 0,2-0,25, encara ens trobem en la regi6 de
la isoterma d’aigua fortament lligada a la proteina en forma monocapa i aquesta aigua
esta molt poc o gens disponible. De manera que el contingut en humitat que s’assoleix
després de la deshidratacié de la FC hemolitzada es correspon, segons les isotermes de
sorcio, a una a, prou baixa per garantir la conservacio de FC en pols, sempre i quan
aguesta s’envasi amb materials d’envasament tipus barrera que no permetin I'entrada
d’humitat de I'exterior, doncs el desenvolupament de microorganismes patogens i/o
deteriorants i la produccié de toxines estan totalment inhibits, i la major part de les
reaccions quimiques i enzimatiques de deteriorament no es poden produir.

A partir del model GAB també podem calcular el valor del contingut en aigua
corresponent a la capa monomolecular d'aigua que recobreix la superficie de cada
particula (M,). Aquest parametre reflexa el contingut en humitat que permet la maxima
estabilitat en la majoria dels aliments perqué les reaccions microbiologiques i
bioguimiques de deteriorament son minimes (Castillo, 1997; Leung, 1987). En el cas de
la FC deshidratada per atomitzaci6 a 140°C, el contingut en humitat de la capa
monomolecular és del 5,86 % (Taula 2.10) i I'a,, en la qual existeix la monocapa en
aquest producte segons I'equacié GAB és de 0,188. Donat que el percentatge d’humitat i
l'a, inicial del nostre producte en pols son menors que els valors en els quals existeix la
monocapa, la conservacié de la FC deshidratada esta forca garantida i pot tenir una vida
atil bastant prolongada, sempre que s’envasi i emmagatzemi adequadament.

A les condicions d'activitat de l'aigua que existeixen al producte deshidratat nomeés es
poden produir reaccions d’autoxidacioé dels greixos (Troller, 1989). Tanmateix, encara que
el nostre producte presenta un contingut en lipids bastant baix, inferior a I'L % i, en
principi, aquest tipus de deteriorament hauria de ser minim, és important tenir en compte
gue el ferro del grup hemo pot actuar com a potent promotor o catalitzador de les
reaccions d'oxidacié autocatalitica dels greixos (Potter i Hotchkiss, 1995). Aquest fet,
conjuntament amb els problemes & I'enfosquiment inherents a la FC, determinen la
conveniencia de l'eliminacié del grup hemo de la fraccié corpuscular quan aquest
producte es destina a l'alimentacid6 humana (Wismer-Pedersen, 1988). Per aquestes
raons, per garantir el bon estat de conservacio del producte, seria interessant estudiar el
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grau d'oxidacio lipidica que es produeix durant el periode d’'emmagatzematge i, en funcié
dels resultats obtinguts, tenir la precaucié d’envasar la fraccié cel-lular deshidratada en
condicions d’abséncia d’oxigen i protegida de la llum.

2.5 CONCLUSIONS

La ultrasonicacio permet produir 'hemolisi dels eritrocits de la FC de la sang de porc amb
la finalitat d'alliberar I'Hb del seu interior abans de la deshidratacié per atomitzacié. Les
condicions considerades com a optimes son tres periodes de 2 minuts a 75 W amb 1
minut de descans entre tractaments.

La millor temperatura de deshidratacio per atomitzacié de la FC hemolitzada és 140 °C,
tenint en compte el maxim grau d'assecament de la mostra sense que es produeixi una
disminucié important de la solubilitat de la proteina. La FC hemolitzada i deshidratada per
atomitzacié presenta un contingut en humitat del 5,3 % i un percentatge de solubilitat
proteica del 96 %. El procés tecnologic de deshidratacié per atomitzacid produeix
modificacions dels parametres calorimétrics de la FC, fet que indica que la deshidrataci6
indueix canvis en l'estructura nativa de I'Hb i, per tant, cert grau de desnaturalitzacio
proteica que pot conduir a una disminucié de les seves propietats funcionals.

La carrega contaminant de la FC fresca de la sang de porc és forca elevada i el
tractament amb ultrasons utilitzat per hemolitzar-la i la centrifugacié posterior no
produeixen una reducci6 significativa de la microbiota contaminant, obtenint un producte
amb uns recomptes microbiologics de l'ordre de 10° ufc:-mL™. La deshidratacid per
atomitzacio produeix una disminucié d’una unitat logaritmica dels recomptes totals de la
FC hemolitzada. Malgrat tot, el producte deshidratat encara reflecteix I'elevada
contaminacié de la primera matéria i és susceptible de presentar S. aureus i formes
esporulades de clostridis sulfit-reductors, fet que condiciona negativament la seva
utilitzacié com a ingredient per a la industria alimentaria, a no ser que es milorin les
condicions de recollida de la sang a l'escorxador 0 que aquesta o la FC es sotmeti a
algun tractament d'higienitzacio préviament a la deshidratacio.

L'extracte sec de la FC hemolitzada i deshidratada per atomitzaci6 a 140°C esta
composat per un 94,6 % de proteina, un 3 % de sals minerals i un 0,7 % de greix. Els
valors de les coordenades de color CIE L*a*b* de la FC en pols son forca constants i
reflecteixen el color vermell marronés fosc d'aguesta, degut fonamentalment a que durant
la deshidrataci6 es produeix una oxidacié del ferro hemic de I'Hb.

Les isotermes de sorcié a 20°C de la FC deshidratada per atomitzacié tenen una forma
sigmoidal i presenten una histéresi estreta i llarga. L'equaci6 GAB és un bon model
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matematic per ajustar les dades de sorcié obtingudes experimentalment i determinar la
isoterma d'adsorcio de la FC deshidratada per atomitzacio, per coneixer la relacid
funcional entre el contingut en humitat i l'activitat de l'aigua del producte en pols. El
percentatge d’humitat de la FC deshidratada a 140 °C es correspon, segons la isoterma
d’adsorcié obtinguda pel model GAB, a un valor d’'a,, a 20 °C d'aproximadament el 0,17.
Tenint en compte que ens troben per sota dels valors d'a, corresponents a la capa
monomolecular, podem garantir la conservacié a temperatura ambient del producte,
sempre i quan aquest s'envasi en recipients tancats que no permetin I'entrada d'’humitat
de I'exterior.
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Capitol 3: Estabilitzaci6 del color de la fraccio
cel-lular deshidratada per atomitzacio per utilitzar-la com
a colorant alimentari.

3.1 INTRODUCCIO

Malgrat que el poder colorant de 'hnemoglobina suposa un handicap quan es vol afegir la
FC com a ingredient en determinats aliments, i que es tendeix a sotmetre-la a diferents
procediments de descoloracid, la fraccié corpuscular també es podria utilitzar com a un
colorant alimentari d'origen natural en productes carnis per proporcionar diferents
coloracions vermelles.

Els colorants naturals es consideren generalment com additius innocus, de manera que
les limitacions especifiques per a la seva utilitzacié6 sén menors que les que afecten als
colorants artificials. Malgrat aixo, els naturals s6n menys estables i solen ser més cars
gue els obtinguts per sintesi quimica. Entre els diferents colorants vermells d’origen
natural autoritzats trobem: el vermell Cotxinilla o acid carminic (E-120), obtingut a partir
de les femelles d’'uns insectes parasits d'algunes espécies de cactus, és el colorant
natural amb millors caracteristiques tecnologiques, pero la seva utilitzacié esta limitada
pel seu elevat preu; la capsantina i capsorubina (E-160c) son els pigments del pebre
vermell (Paprika) que s'utilitza com a colorant i aromatitzant en molts embotits i és forca
resistent a la llum i a la temperatura; el vermell remolatxa o betanina i betalaina (E-162)
és I'extracte aquds de la remolatxa vermella que resisteix les condicions acides pero
s'altera facilment amb I'escalfament, especialment en presencia d'aire, i es torna de color
marro; i alguns antocians (E-163) responsables dels colors vermells, blaus i violetes de
fruites i flors.

La possibilitat d’aprofitar la FC com a colorant alimentari és especialment interessant en
aquells paisos en els que no estan permesos els colorants vermells artificials i, alhora,
guan la FC es vulgui utilitzar pel seu elevat contingut en ferro, aprofitant el valor nutritiu
de 'hemo, i en proteines amb molt bona funcionalitat.

Tanmateix, tal com s’ha descrit al Capitol 2, durant el procés de conservacio de la FC
mitjancant la deshidratacié per atomitzacio, es produeix un enfosquiment del producte
perqué l'aire calent accelera I'oxidacié del ferro del grup hemo de I'Hb, que passa a
metaHb, pigment & color marr6 fosc en el qual el ferro esta en forma férrica. En
consequencia, seria interessant trobar algun sistema que permeti protegir el color de la
FC i estabilitzar el color vermell de I'Hb durant la seva deshidratacié i posterior
emmagatzematge del producte en pols. Una alternativa podria ser la deshidrataci6 amb
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un fluid calefactor diferent de I'aire, com el CO, o el N,, pero aquesta tecnologia encariria
molt el procés de deshidratacioé i no seria rendible economicament, i tampoc podem
garantir I'estabilitat del color durant el periode d’'emmagatzematge.

També es podria utilitzar la liofilitzacié per conservar la FC, tot i que és un procés molt car
només aplicable a productes d’elevat valor afegit. Malgrat aixo, al nostre grup de recerca,
s’han fet alguns estudis de I'aplicacié de la liofilitzacié per conservar la FC i es va veure
gue, si bé el color de la FC acabada de liofilitzar era millor que el de la FC deshidratada
per atomitzacio, la primera s’oxidava molt més rapidament que I'atomitzada durant el
periode d’'emmagatzematge (Altarriba, 2001). La major susceptibilitat a I'oxidacié de la FC
liofilitzada la van atribuir, per una banda, a la porositat del producte, que determinava una
major superficie de contacte amb l'oxigen i, per l'altra, al menor contingut en humitat
respecte de les mostres atomitzades. Sembla que el contingut en aigua residual dels
productes assecats pot exercir cert efecte protector enfront les reaccions d’oxidacio
perqué dificulta I'accessibilitat de I'oxigen al grup hemo, mentre que valors d’humitats
massa baixos, per sota de la capa monomolecular, poden fer que els ions metal-lics
guedin més exposats a I'oxidacio.

Es va plantejar doncs, la possibilitat d’afegir algun additiu a la FC que tingués una activitat
protectora enfront I'oxidacié que es produeix durant la deshidratacio, perque el color
vermell del producte es mantingui estable. Les possibles substancies que es podien
assajar havien de ser compostos amb activitat antioxidant o reductora i/o agents
segrestants o quelants del ferro, de manera que el pigment hemo es mantingués estable
enfront 'oxidacio. També es va plantejar d’estudiar si la capacitat d’'inhibicié de I'oxidacio
de I'Hb de les diferents substancies afegides es mantenia durant el periode
emmagatzematge del producte en pols.

Substancies amb activitat antioxidant

Els antioxidants s6n aquelles substancies que afegides a productes alimentaris prevenen,
eviten o retarden les reaccions d'oxidacid catalitzades per I'accié de I'oxigen, elevades
temperatures, llum, elements metal-lics, complexes enzimatics o els microorganismes.
Com a antioxidants alimentaris s'utilitzen diferents tipus de compostos amb activitat
reductora, consumidors d’oxigen, segrestants o quelants.

Els antioxidants o agents reductors frenen les reaccions d’oxidacié perque ells mateixos
son els que s'oxiden més facilment que el substrat al qual protegeixen i, per tant,
endarrereixen 'alteracié oxidativa de I'aliment perd no I'eviten d’una forma definitiva.

Els agents quelants o segrestants tenen kb capacitat de lligar els ions metal-lics (com el
coure i el ferro) que faciliten lI'oxidacio dels greixos i aix0 fa que contribueixin en
I'estabilitzacié del color, aroma i textura dels aliments. En el nostre cas, el que ens
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interessaria és quelar el ferro heminic. Hi ha molts constituents naturals dels aliments que
poden actuar com a agents quelants, per exemple: acids dicarboxilics (oxalic, succinic),
hidroxiacids (lactic, malic, tartaric, citric), acid etilendiamonitetraacetic (EDTA), acids
polifosforics (ATP, pirofosfats), alguns aminoacids, péptids i proteines. Donat que les
traces d’'ions metal-lics poden actuar com a catalitzadors de I'oxidacié dels greixos, el seu
lligam amb els agents quelants incrementa I'eficiencia de l'activitat dels antioxidants
(efecte sinérgic amb els antioxidants primaris) i inhibeix I'oxidacié de I'acid ascorbic i de
vitamines liposolubles (E i D). De manera que, per exemple, algunes aplicacions dels
agents quelants sén millorar I'estabilitat de I'aroma i el color de productes vegetals
tractats per calor, evitar la coagulacio de la sang i l'agregacié de les caseines en
productes lactis (Belitz i Grosch, 1999).

3.2 OBJECTIUS

L’objectiu del present capitol és investigar el possible efecte estabilitzant del color vermell
de la FC en pols dalgunes substancies potencialment antioxidants a diferents
concentracions. Amb aquesta finalitat, es vol determinar si I'addici6 de diferents
concentracions de substancies amb activitat antioxidant i/o segrestant del Fe hémic (acid
ascorbic, dextrina, glucosa, L-cisteina, acid nicotinic i nicotinamida) a la FC de la sang de
porc evita I'enfosquiment oxidatiu que es produeix durant la deshidratacié per atomitzacié
d’aquest producte.

També s’estudiara si I'efecte antioxidant o protector del color es manté durant el periode
d’'emmagatzematge de la FC en pols, determinant I'evolucioé en el temps del color de la
FC deshidratada per atomitzaci6 en funcié del tipus d’antioxidant utilitzat i de la
concentracio afegida.

3.3 MATERIAL | METODES
3.3.1 Disseny experimental

Per determinar I'efecte potencialment antioxidant i/o segrestant del Fe de cada substancia
es van dissenyar una séerie d’experiments aleatoritzats per blocs complets. Els assaigs es
van portar a terme sobre 5 mostres diferents de FC hemolitzada procedent de sang de
porc (5 repeticions) per a cadascuna de les substancies antioxidants assajades (acid
ascorbic, dextrina, glucosa, L-cisteina), mentre que en els cas de I'acid nicotinic i la
nicotinamida, es va fer sobre 3 repeticions de FC hemolitzada, ja que en la primera part
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de l'estudi es va veure que els resultats eren forca reproduibles malgrat la variabilitat
entre mostres.

Cada mostra es va dividir en cinc aliquotes, a les quals es van addicionar diferents
concentracions de lantioxidant: 0 % (control); 0,25; 0,5; 1 i 2 % (p/v) abans de
deshidratar-les per atomitzacio. En el cas de la nicotinamida, les concentracions afegides
van ser: 0; 1; 1,5; 2i 2,5 % (p/v). Finalment, es va avaluar I'evolucié dels parametres CIE
L*a*b* del color de la FC en pols obtinguda de cada aliquota durant un periode de dos
mesos d’emmagatzematge, prenent mesures el dia zero (mostres acabades de
deshidratar), els dies 1, 2, 3, 5i 7 i després en intervals cada 7 dies fins el dia 63.

3.3.2 Addicio dels antioxidants a la fracci6é cel-lular i deshidrataci6 de les
mostres per atomitzacio

Es van utilitzar mostres de sang de porc recollides del tanc d’'emmagatzematge en
refrigeracié d’'un escorxador industrial de caracteristiqgues descrites a I'apartat 2.3.2 i les
mostres de fraccié cellular hemolitzada es va obtenir segons el mateix procediment
descrit a l'apartat 2.3.3. Tots els experiments es van realitzar amb mostres de sang
recollides en diferents dies pero en les mateixes condicions.

Com a possibles additius antioxidants i/o quelants es van escollir sis substancies que sén
additius alimentaris ampliament utilitzats. Aquest foren: Acid Ascorbic (E-330) i Dextrina
LSN, ambdds per a Us alimentari industrial (SBI, Systems Bio-Industries, S.A., Rubi,
Barcelona), D (+)-Glucosa PRS-CODEX (Panreac Quimica, S.A., Montcada i Reixach,
Barcelona), L-Cisteina (Merck KgaA, Damstadt, Alemanya), Acid Nicotinic i Nicotinamida,
ambdos de Sigma (Sigma-Aldrich Chemie Gmbh, Steinhem, Alemanya). Les diferents
concentracions dels additius s’afegien al concentrat d’Hb obtingut després de I'hemolisi i
posterior centrifugacié de la FC, just abans de la seva deshidratacid per atomitzacié.
Donat que l'addici6 dels acids ascorbic i nicotinic produia una acidificacio de la FC
proporcional a la dosi afegida (fins a pH 6,34 en el cas d’afegir-ne un 2 % d'ascorbic i pH
5,5 amb un 2 % de nicotinic), s'ajustava el pH d'aquesta a 7,4-7,5 (pH natural de la FC
control) amb NaOH 1 N. En el cas dels altres antioxidants assajats, es comprovava que
es mantenia el mateix pH que el de la FC fresca.

Les mostres de FC hemolitzada amb lantioxidant sempre es van deshidratar per
atomitzacié el mateix dia d’haver recollit la sang. Les condicions del procés de
deshidratacié van ser les mateixes que les descrites a I'apartat 2.3.3 del capitol 2. Les
mostres en pols es van emmagatzemar a temperatura ambient al laboratori en recipients
de plastic tancats durant tot el temps que va durar I'assaig.



Capitol 3 85

3.3.3 Determinacio del color

L’evoluci6 dels parametres del color CIE L*, a* i b* en el temps durant un periode de dos
mesos es va determinar amb un colorimetre Minolta CR-300 (Minolta Co., Ltd., Osaka,
Japod) segons la metodologia descrita a lI'apartat 2.2.6.2. Cada determinacié es va fer
individualment sobre cada mostra per triplicat.

3.3.4 Tractament estadistic de les dades

L'analisi estadistica dels resultats obtinguts es va realitzar mitjangant I'analisi de la
variancia (ANOVA) de mesures repetides amb les dades log-transformades, utilitzant el
procediment GLM (General Linear Model) disponible d paquet estadistic SAS (SAS
Institute, Inc., 1990). Aquest tractament va permetre estudiar els efectes entre factors
(efecte de la concentracié d'antioxidant afegida i de la mostra de FC o repeticio), i els
efectes intra factors (efecte del temps d’emmagatzematge i de les interaccions entre
ambdoés tipus d'efectes, temps*concentracid d'antioxidant i temps*mostra). Es van
considerar com a significatius els valors de probabilitat inferiors a 0,05. Per a la
comparacié multiple de mitjanes es va aplicar el test de Tukey-Kramer HDS amb un nivell
de significacié de P=95 %.

3.4 RESULTATS | DISCUSSIO

En aquest apartat s’exposen els resultats obtinguts en la determinacio dels efectes de
I'addicio de diferents substancies antioxidants i/o segrestants del Fe a la FC hemolitzada,
per estabilitzar el seu color i evitar o disminuir 'enfosquiment oxidatiu que es produeix
durant la deshidratacié per atomitzacio i el posterior emmagatzematge del producte en
pols a temperatura ambient.

3.4.1 Efectedel’addici6 d’acid ascorbic

L’acid L-ascorbic o vitamina C (E-300) és un dels antioxidants naturals més amplament
utilitzat a la industria alimentaria. Els seus efectes antioxidants es deuen a que protegeix
els dobles enllagos i també segresta I'oxigen. Les seves propietats redox li germeten
actuar com a agent reductor i com a segrestant de radicals lliures; a més, la seva
capacitat d'actuar com a un agent sinergic fa que pugui reconvertir els productes oxidats
en la seva forma reduida (Niki et al., 1984, a: Nufiez-Delicado et al., 1997).
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L’acid ascorbic i les seves sals (ascorbat sodic E-301 i ascorbat calcic E-302) s'utilitzen
molt com antioxidants en productes carnis, conserves vegetals, sucs de fruita, begudes
refrescants, i en la cervesa per eliminar I'oxigen de I'espai de cap. En la tecnologia dels
productes carnis, I'ascorbic i els seus derivats també eviten la formacio de nitrosamines.
Tanmateix, I'addicié d’acid ascorbic com antioxidant en un aliment no permet fer un Us
publicitari de I'enriguiment en vitamina C de l'aliment. En productes de panificacio i
rebosteria, I'acid ascorbic s'utilitza com a millorant de les masses. La farina té un enzim,
I'acid ascorbicoxidasa, que transforma I'ascorbic en acid dehidroascorbic (ADHA), el qual
té efectes oxidants sobre les proteines formadores de gluten i per aixo s'utilitza per
augmentar la forga de les farines.

L'oxidacié de l'acid ascorbic a ADHA depéen de diversos parametres com la pressio
parcial d’oxigen, el pH, la temperatura i la presencia d’ions metal-lics. La presencia
d’aquests Ultims, particularment Cu** i Fe*, fa que la velocitat de la reaccié de destruccio
de l'ascorbic sigui més rapida que l'autoxidacié espontania no catalitzada per metalls.
L’acid ascorbic, el dehidroascorbic i els seus productes de degradacid, en preséncia
d’aminoacids, es poden transformar en compostos de color marré6 a través de les
reaccions d’enfosquiment no enzimatic. Un exemple d’aquest fenomen és la reacci6 del
ADHA amb compostos amino per donar pigments marronosos que causen I'enfosquiment
indesitjable en sucs de fruits citrics i fruites deshidratades (Belitz i Grosch, 1999).

A les Figures 3.1, 3.2 i 3.3 es mostren els valors de I'evoluci6 de L*, a* i b* en el temps en
funcio de la concentracié d'acid ascorbic afegida. Es pot observar que I'addicié de les
diferents concentracions d’acid ascorbic a la FC té un efecte significatiu sobre la variacio
de tots els parametres del color.

La concentracié d'ascorbic afegida afectava significativament <0,05) el parametre L*
del color (lluminositat). Globalment, s’observava una tendéncia a incrementar el valor de
L* en augmentar la concentracié d’acid ascorbic. Tanmateix, nomeés l'addicié d’'un 2 %
d’ascorbic suposava un augment significatiu de la lluminositat respecte de les mostres
control, tant a Il'inici com 4d final de I'experiment. També s’ha observat una variacio
significativa durant el temps d’emmagatzematge i un efecte significatiu de la mostra sobre
'evolucié de L*. Malgrat tot, la pauta de variacio que experimentava el parametre L*
durant els dos mesos d’emmagatzematge no depenia significativament de la concentracio
d'antioxidant afegida. L'increment de lluminositat experimentat per la FC en pols
demostra que una addicio del 2 % d’'ascorbic té cert efecte blanquejant i redueix el
fenomen de I'enfosquiment que produeix el procés de deshidratacio per atomitzacio.
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L* (luminositat)

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65

temps (dies)

—e— control —#— 0,25% 0,50% 1% —0—2%

Figura 3.1: Evolucié del parametre L* (lluminositat) en el temps del concentrat d’Hb
en pols en funcié de la concentracié d’'acid ascorbic. Les barres d’error indiquen els
intervals de confianca de les mitjanes (P=95 %).

Per altra banda, la concentracié d’acid ascorbic afectava de forma significativa (P<0,05)
als valors a* i b* del color. En augmentar la concentracio d’ascorbic, disminueixen les
tonalitats vermella i groga del producte respecte de les mostres control. El temps
d’emmagatzematge tenia un efecte molt significatiu (P<0,05) sobre els valors a* i b* en
tots els tractaments. El descens de la coordenada vermella (a*) es produia
fonamentalment durant el primer dia després de la deshidratacio, a partir del qual, aquest
parametre tendia a estabilitzar-se. Malgrat que no existia un efecte significatiu de la
concentracio sobre la disminucié de a* durant el periode d’'emmagatzematge, al finalitzar
'assaig es va observar que l'efecte d’'un tractament era significativament diferent de
qualsevol altre, seguint una relacié inversa, és a dir, a major concentracié d’acid ascorbic,
menor era la tonalitat vermella del producte. També s’ha observat que la variacio d’'a*
depenia significativament de la mostra.

Quant a la coordenada groc-blau (b*), la seva disminucié durant 'emmagatzematge
depenia de forma significativa (P<0,05) tant de la concentracié d'antioxidant com de la
mostra. Els tractaments amb un 2 % d’acid ascorbic presentaven una pauta de variacié
durant 'emmagatzematge diferent al de les altres concentracions. La tonalitat groga de
les mostres amb un 2 % d'ascorbic tendeix a augmentar progressivament durant
'emmagatzematge, pero el valor de b* és menor que el de les mostres sense ascorbic.

Esta descrit que en productes carnis el comportament del valor de b* sol ser similar al del
parametre a* (Pérez-Alvarez et al., 1998). La disminuci6 de les tonalitats vermella (a*) i
groga (b*) del color produida per I'addicié d’ascorbic sembla indicar que aquest additiu,
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encara que disminueix I'enfosquiment (produeix un augment del valor de L*), no evita
I'oxidacio del ferro de I'Hb, com per permetre una millora de la tonalitat del color.

a* (vermell-verd)

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65

temps (dies)

—8— control —®— 0,25% 0,50% 1% —©—2%

Figura 3.2: Evolucié del parametre a* (vermell-verd) en el temps del concentrat d’'Hb
en pols en funcié de la concentracié d’'acid ascorbic. Les barres d’error indiquen els
intervals de confianca de les mitjanes (P=95 %).
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b* (groc-blau)
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Figura 3.3: Evolucié del parametre b* (groc-blau) en el temps del concentrat d’'Hb en
pols en funcié de la concentracié d'acid ascorbic. Les barres d'error indiquen els
intervals de confianca de les mitjanes (P=95 %).

Lee et al. (1998) van estudiar els efectes de I'addicié d’acid ascorbic sobre la degradacio
de la riboflavina (vitamina B2) induida per la llum i els canvis de color en mostres de llet.
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Aquests autors van trobar que el tractament de la llet amb acid ascorbic protegia de forma
efica¢ a la riboflavina de la fotodegradacio i que inhibia la disminucié dels parametres
verd (-a*) i groc (+b*) que es produeix per I'exposicio de la llet a la llum. Aquesta activitat
protectora del color i del contingut en riboflavina de la llet la van atribuir a la capacitat que
té I'acid ascorbic de lligar I'oxigen.

Per contra, Carlez et al. (1995) van investigar els efectes de I'addicio de diferents agents
reductors com acid ascorbic, nicotinamida i acid nicotinic, a la carn picada de vedella, per
prevenir els efectes negatius de I'alta pressio hidrostatica sobre el color de la carn. Van
observar que 'addicié de nicotinamida i acid nicotinic feia disminuir lleugerament el valor
de a*, pero produia un increment del b*, i aix0 es traduia en qué les mostres additivades
fossin lleugerament més grogues i més grisoses que les no tractades. L'addicié d’'acid
ascorbic a la carn picada per evitar I'oxidacié de la mioglobina a metaMb, tampoc tenia un
efecte protector del color. Aquests autors van trobar que l'ascorbic provocava una
disminucioé del parametre a* i un increment de la concentracié de metaMb. Alguns autors
han suggerit que I'acid ascorbic pot actuar com a pro-oxidant a elevades concentracions
0 en presencia d’'ions metal-lics com el coure o el ferro lliure o lligat (Mitsumoto et al.,
1991).

En consequencia, donat que la FC és una font important de ferro, podria passar que
I'ascorbic s'oxidés a ADHA, a expenses de la reduccié del Fe** a Fe®, la qual cosa tindria
un efecte protector enfront I'oxidacié del grup hemo. Tanmateix, hem dservat que la
presencia d’'acid ascorbic a la FC afavoreix la conversié de I'Hb en metaHb durant la
deshidratacio i 'emmagatzematge. Aixo es tradueix en I'obtencié d’'un producte en pols
de color més marr6 que les mostres control, com a resultat de la disminucié dels
components vermell i groc del color, pero a la vegada menys fosc, a causa de I'augment
de la lluminositat.

La vitamina C, en concentracions superiors al 0,5 % (5000 ppm) en una solucio d’Hb, pot
actuar com a pro-oxidant i, en concentracions inferiors al 0,02% en una solucio de carote-
linoleat, pot actuar com a pro-oxidant en preséncia d'ions metal-lics (Kanner et al., 1977,
a: Mitsumoto et al., 1991). Per tant, quan s'utilitzi la vitamina C en baixes concentracions,
€s necessaria I'addicio de quelants dels metalls per suprimir o evitar les reaccions pro-
oxidants, o bé la utilitzacié d’'una combinacié de varis additius amb activitat antioxidant.
Mitsumoto et al. (1991) van estudiar I'efecte de l'addici6 de vitamina E (a-tocoferol),
vitamina C (acid L-ascorbic) i la seva combinacié (Vit E+C) sobre l'estabilitat dels
pigments i dels lipids en carn de vedella picada. Van trobar que la maxima oxidacio de la
mioglobina a metaMb i I'oxidaci6 lipidica es produia a les mostres no tractades. L’'oxidacié
del pigment i dels lipids era moderada a les mostres tractades amb Vit E i baixa a les
tractades amb Vit C, mentre que la combinaci6é Vit E+C era la que permetia la minima
oxidacio (efecte sinergic). Sembla que una excessiva addicié de Vit E a la carn podria
accelerar I'oxidacioé lipidica i alhora causar una major oxidacié de la Mb en comparacié
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amb les mostres no tractades. Tanmateix, I'efecte sinergic de l'addici6 de Vit E+C
permetia el manteniment del color vermell brillant i prevenia la rancidesa de la carn
picada, i aix0 possiblement era causat perqué la Vit E actua com a antioxidant primari i la
Vit C pot regenerar de nou Vit E.

3.4.2 Efecte del’addici6 de dextrina

Les dextrines estan formades per varis residus de D-glucosa de longitud de cadena
intermédia, que s’obtenen a partir del mido mitjangant la hidrolisi acida o amb amilases. A
la industria alimentaria, les dextrines s’utilitzen principalment com a agents espesseidors i
estabilitzats de suspensions, perd0 donat que son carbohidrats reductors, tenen una
activitat antioxidant potencial. Addicionalment, presenten l'avantatge que sén uns
productes molt economics.

A les Figures 3.4, 3.5 i 3.6 es mostren els valors de I'evolucié de L*, a* i b* en el temps en
funci6 de la concentracio de dextrina afegida. De forma global, s’observa una tendéncia a
augmentar la lluminositat del producte a major concentracié de dextrina. Tanmateix,
laugment del parametre L* del color a causa d'un increment de la concentracié no era
significatiu. Per altra banda, es va trobar un efecte significatiu (P<0,05) del temps
d’emmagatzematge sobre la lluminositat de totes les mostres. Durant la primera setmana
d’emmagatzematge es produia una lleugera disminucié de la lluminositat i després tendia
a estabilitzar-se.

L* (Iluminositat)

temps (dies)

—&— control —#—0,25% 0,50% 1% —©—2%

Figura 3.4: Evolucié del parametre L* (lluminositat) en el temps del concentrat d’Hb
en pols en funcié de la concentracié de dextrina. Les barres d’error indiquen els
intervals de confianga de les mitjanes (P=95 %).
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a* (vermell-verd)

temps (dies)

—&— control —®—0,25% 0,50% 1% —9— 2%

Figura 3.5: Evolucié del parametre a* (vermell-verd) en el temps del concentrat d’Hb
en pols en funcié de la concentracié de dextrina. Les barres d’error indiquen els

intervals de confianca de les mitjanes (P=95 %).

b* (groc-blau)

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65

temps (dies)

|+ control —#—0,25% 0,50% 1% —0—2%

Figura 3.6: Evolucié del parametre b* (groc-blau) en el temps del concentrat d’'Hb en
pols en funcié de la concentracio de dextrina. Les barres d’error indiquen els intervals

de confianca de les mitjanes (P=95 %).

La concentracié de dextrina no afectava significativament a les coordenades a* i b* del
color, malgrat que s’observava un increment de la tonalitat groga (+b*) a partir d'un 0,5 %
de dextrina. Per altra banda, existia una variacio significativa (P<0,05) de les
coordenades a* i b* durant el temps demmagatzematge. Durant la primera setmana
d’emmagatzematge es produia un descens marcat de les tonalitats vermella i groga del
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color i després disminuien de forma lenta o tendien a estabilitzar-se, fonamentalment a
les mostres control.

S’ha proposat la uilitzaci6 de la dextrina o derivats, com les ciclodextrines, com a
antioxidants secundaris d’origen natural per potenciar I'efecte de I'antioxidant principal
(acid ascorbic) als aliments, per reduir els nitrats en productes carnis curats (Nunez-
Delicado, et al., 1997), o com agents encapsuladors per protegir el color dels pigments de
productes carnis curats cuits (Shahidi i Pegg, 1991). En el nostre estudi, la dextrina havia
de tenir un comportament reductor; tanmateix, no ha presentat els efectes que
esperavem. En efecte, les diferents concentracions de dextrina addicionades al
concentrat d’Hb no han estabilitzat de forma significativa el color durant
'emmagatzematge del producte. Per tant, aquesta substancia no presenta una activitat
protectora de I'oxidacio del grup hemo de la FC.

3.4.3 Efecte del’addicio de glucosa

La D-glucosa és un sucre reductor molt utilitzat a la industria alimentaria. Entre les seves
possibles aplicacions com a additiu antioxidant cal destacar que evita les oxidacions
produides per la presencia d'oxigen en aliments i begudes, redueix els nitrats als
productes carnis curats, inhibeix l'oxidaci6 d’alguns pigments carnis i millora la
conservacié del color. També s'uneix al Fe** hémic de forma estable per formar
glicosilHb.

L’evolucioé dels valors CIE L*a*b* del color de la FC en pols en funcioé de la concentracié
de glucosa es mostren a les Figures 3.7, 3.8 i 3.9. La concentracio de glucosa tenia un
efecte significatiu (P<0,05) sobre els parametres L* i b* del color, mentre que no té cap
efecte sobre el parametre a*. L'addici6 d'un 1 o un 2 % de glucosa incrementava
significativament la lluminositat del producte tant al principi com al cap de dos mesos
d’emmagatzematge. El mateix comportament es va observar amb el 2 % de glucosa
sobre la bnalitat groga (+b*). Durant el periode d’emmagatzematge s’observava una
disminucié significativa de la lluminositat i de les coordenades vermella i groga del color
de la FC en pols.



Capitol 3

L* (lluminositat)

0O 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65

temps (dies)

—e— control —&— 0,25% 0,50% 1% ——2%

Figura 3.7: Evolucio del parametre L* (luminositat) en el temps del concentrat d’Hb
en pols en funcié de la concentracid de glucosa. Les barres d'error indiquen els
intervals de confianca de les mitjanes (P=95 %).

a* (vermell-verd)

17 T T T T T T T T T T T T
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 655 60 65

temps (dies)

—e— control —#—0,25% 0,50% 1% —o—2%

Figura 3.8: Evolucié del parametre a* (vermell-verd) en el temps del concentrat d’'Hb
en pols en funcié de la concentracié de glucosa. Les barres d'error indiquen els
intervals de confianca de les mitjanes (P=95 %).
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b* (groc-blau)
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temps (dies)
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Figura 3.9: Evolucié del parametre b* (groc-blau) en el temps del concentrat d’Hb en
pols en funcié de la concentracio de glucosa. Les barres d’error indiquen els intervals
de confianga de les mitjanes (P=95 %).

També es va observar una interaccio significativa (<0,05) entre el temps i la mostra
sobre els 3 parametres de color, i entre el temps i la concentracié sobre el parametre a*,
de manera que la disminucio de L*, a* i b* depenia de la mostra, i I'evolucié del parametre
a* en el temps era diferent en funcié de la concentracié de glucosa afegida. Malgrat que
les mostres amb un 2 % de glucosa eren lleugerament més vermelles que la resta, a
partir d'un mes d’emmagatzematge ja no s'observaven diferéncies entre cap dels
tractaments assajats.

La preséncia d'oxigen i de cations metal-lics a la FC pot fer disminuir I'efecte reductor de
la glucosa, fonamentalment al cap d'uns dies de la seva addicio, i no tindria un efecte
antioxidant suficient per protegir al grup hemo de l'oxidaci6 durant el periode
d’emmagatzematge. Tanmateix, tal com hem observat amb I'addicié de I'acid ascorbic, la
glucosa redueix significativament I'enfosquiment del producte deshidratat, obtenint un
producte marré menys fosc que quan no s’afegeixen substancies antioxidants.

3.4.4 Efectedel’addici6 de L-Cisteina

La L-Cisteina (E-920) és un aminoacid reductor amplament utilitzat en panificacio com a
additiu millorant, en forma de clorhidrat de cisteina, amb efectes contraris als produits per
'acid dehidroascorbic, és a dir, quan l'objectiu és reduir els enllagos disulfur de les
proteines del gluten per disminuir la for¢a de les farines. La cisteina quan s’oxida es
converteix en cistina, la qual esta formada per dos residus de cisteina units per un pont
disulfur.
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L’evolucié dels valors CIE L*a*b* del color de la FC en pols en funcié de la concentraci6
de L-Cisteina afegida es mostren a les Figures 3.10, 3.11 i 3.12. En general, es pot
observar que I'addici6 de cisteina no ha tingut un efecte protector sobre la lluminositat de
la FC. L'analisi estadistica va mostrar que la concentracié de cisteina no tenia un efecte
significatiu sobre la lluminositat de la FC en pols. En canvi, si que existia un efecte
significatiu de la mostra sobre els valors de L*.
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Figura 3.10: Evolucié del parametre L* (lluminositat) en el temps del concentrat d’'Hb
en pols en funcié de la concentraciéo de L-Cisteina. Les barres d’error indiquen els
intervals de confianca de les mitjanes (P=95 %).

L’evolucié de la lluminositat de les diferents mostres depenia significativament (P<0,05)
del temps d’emmagatzematge. Els valors de la lluminositat disminuien rapidament durant
els primers 5 dies d’emmagatzematge, i després disminuien d’'una forma progressiva i, a
la vegada, bastant irregular, independentment de la concentracié de cisteina afegida.
Aquesta oscil-lacié observada en I'evolucié de L* es deu a la variabilitat que existeix entre
les diferents mostres de FC, que justifica I'efecte significatiu de la mostra. L’evolucio de la
lluminositat en el temps que va durar l'assaig era diferent en funcié de la mostra o
repeticio de FC (interaccio significativa temps*mostra).

Pel que fa als efectes de la cisteina sobre els valors de les coordenades vermell-verd (a*)
i groc-blau (b*) de la FC en pols es va observar que, en general, totes les mostres
additivades eren menys vermelles i menys grogues que les mostres control. Els valors de
a* i b* disminuien significativament (P<0,05) en incrementar la concentracio de cisteina
afegida. L'efecte de la cisteina sobre els parametres a* i b* és molt semblant al
comportament observat quan s'afegeix ascorbic, és a dir, un augment de la concentracié
de cisteina fa disminuir les tonalitats vermella i groga de la FC. En el cas del parametre
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a*, les mostres control eren significativament més vermelles que les que contenien
cisteina. Després de la deshidratacio, el valor de a* de les mostres amb un 2 % de
cisteina era de 20,2, unes 3,5 unitats inferior al de les mostres control (23,8). Quant al
parametre b*, també es va trobar que la seva variacié depenia de la mostra (P<0,05).

a* (vermell-verd)

0 5

temps (dies)

10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65

—&— control —®—0,25% 0,50%

1% —©—2%

Figura 3.11: Evoluci6 del parametre a* (vermell-verd) en el temps del concentrat d’Hb
en pols en funcié de la concentracié de L-Cisteina. Les barres d’error indiquen els

intervals de confianca de les mitjanes (P=95 %).

b* (groc-blau)
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Figura 3.12: Evoluci6 del parametre b* (groc-blau) en el temps del concentrat d’'Hb en
pols en funcié de la concentraci6 de L-Cisteina. Les barres d’error indiquen els

intervals de confianca de les mitjanes (P=95 %).
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Quant a l'efecte del temps d’emmagatzematge sobre els valors a* i b*, existia una
variacio significativa (P<0,05) de les tonalitats vermella i groga durant els 2 mesos que va
durar l'assaig, en tots els tractaments. També es va observar una interaccié significativa
(P<0,05) de la mostra de FC (repeticio) i de la concentracié amb el factor temps, la qual
cosa significa que tant el descens de la coordenada vermella (a*) com el de b* (groga)
durant 'emmagatzematge, depenien de la concentracio de cisteina afegida i de la mostra.

La coordenada vermella (a*) disminueix fonamentalment durant la primera setmana
després de la deshidratacid, a partir de la qual, la disminucié d’aquest parametre és
moderada fins aproximadament uns 20 dies d’emmagatzematge. Després, aquest
parametre experimentava una pauta de disminucid més progressiva, malgrat que en les
mostres control, sembla que el color vermell tendeix a estabilitzar-se. Al cap de 2 mesos,
la diferencia entre el valor de a* de les mostres amb un 2 % de cisteina i les mostres
control era d’'unes 6 unitats, arribant a valors de a* de 12,8 i 18,7, respectivament. En el
cas de I'evolucio de b* durant 'emmagatzematge, també es va observar una reduccio
marcada del color groc durant els 5 primers dies després de la deshidratacio, mentre que
després disminuien meés lentament.

Per tant, a diferéncia de I'acid ascorbic i la glucosa, que produeixen un aclariment de la
FC, la cisteina no només no evita I'enfosquiment oxidatiu que es produeix durant la
deshidratacio, sin6 que a més produeix una disminucié del color vermell i groc del
producte. La cisteina, a les dosis assajades, no té cap efecte protector del color de la FC i
afavoreix I'oxidacié de I'Hb a metaHb durant 'emmagatzematge.

Segons Carlez et al. (1995), que van estudiar els efectes de I'addici6 de diferents
antioxidants o estabilitzats del color (acid nicotinic, nicotinamida, acid ascorbic, cisteina i
nitrit sodic) per prevenir els canvis de color en la carn de vedella picada, quan es sotmet a
un tractament amb altes pressions hidrostatiques, van observar que I'addicié de cisteina
abans de la pressuritzacié no tenia efectes significatius sobre els valors de L*, a* i b*
respecte de les mostres no additivades.

Algunes substancies reductores poden afavorir les reaccions de formacié de nitrosil
mioglobina (NO-Mb), pigment responsable del color dels productes carnis curats, a partir
de nitrit metaMb (MetMb-NO,). S’ha vist que la cisteina pot tenir la mateixa eficacia
reductora que l'ascorbic sobre la metaMb, per estabilitzar el color de pastes fines tipus
frankfurt, després d’haver eliminat I'oxigen i de la coccid, a determinades condicions de
pH (6) i temperatura (40°C). Pero en presencia d’oxigen, I'ascorbat és més efectiu que la
cisteina (Fox i Ackerman, 1968). L’aire calent utilitzat durant la deshidratacié, i la
presencia d'oxigen a l'interior de I'envas de la FC durant 'emmagatzematge segurament
han determinat la pérdua de I'activitat reductora de la cisteina als nostres assaigs.
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A partir dels resultats obtinguts amb l'acid ascorbic, dextrina, glucosa i cisteina, es va
continuar investigant en la possibilitat d’afegir altres compostos antioxidants o segrestants
del ferro a la FC per estabilitzar el color vermell del grup hemo. Concretament, s’han
assajat els efectes de I'addicié de I'oxalat sodic, fumarat sodic, acid nicotinic, nicotinat
sodic i la nicotinamida (Altarriba, 2001; Lorca, 2001). Entre aquests ultims, les sals
sodiques de l'oxalic, fumaric i nicotinic no presentaven gaire eficacia quant a impedir o
evitar 'oxidacié6 de I'Hb durant la deshidratacié i 'emmagatzematge. Per contra, amb
I'addicié d’acid nicotinic i de nicotinamida es van observar resultats positius sobre el color
de la FC.

3.45 Efectedel’addici6 d’acid nicotinic

L’acid nicotinic és la forma en la qual es troba la vitamina hidrosoluble Niacina o
Nicotinamida (factor PP antipel-lagra) als aliments (Belitz i Grosch, 1999). L’acid nicotinic
€s un additiu utilitzat com a regulador del pH (E-375) i també pot actuar com a agent
segrestant d’ions metal-lics; per tant, potencialment, pot quelar el Fe de I'Hb i evitar la
seva oxidacié. L'evolucié de L*, a* i b* en el temps i en funcié de la concentracié d’acid
nicotinic es pot observar a les Figures 3.13, 3.14 i 3.15. L'addici6 de les diferents
concentracions d'acid nicotinic a la FC tenia un efecte significatiu sobre la variacié dels 3
parametres del color. També es va observar un efecte significatiu de la mostra i que
I'evolucié de L*, a* i b* durant el periode d’emmagatzematge depenia significativament de
la mostra, com a consequencia de I'elevada variabilitat entre les repeticions de FC.

L* (luminositat)

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65

temps (dies)

—e— control —&— 0,25% 0,5% 1% —0—2%

Figura 3.13: Evolucié del parametre L* (luminositat) en el temps del concentrat d’'Hb
en pols en funcié de la concentracidé d’acid nicotinic. Les barres d’error indiquen els
intervals de confianca de les mitjanes (P=95 %).



Capitol 3 99

La lluminositat (L*) de la FC en pols depenia significativament (P<0,05) de la concentracio
d’acid nicotinic, fonamentalment quan la dosi era de I'L i el 2 %. Aquestes mostres eren
més clares que les control i les que tenien concentracions inferiors de nicotinic. Pel que fa
a I'evolucié de L* en el temps, també es va observar una variacié significativa (P<0,05)
durant 'emmagatzematge i, al cap dels 2 mesos, la lluminositat de les diferents mostres
era lleugerament inferior a la que presentaven just acabades de deshidratar, pero les
additivades amb un 1-2 % seguien sent més clares que la resta després d’aquest temps.

D’altra banda, la concentracié d’acid nicotinic tenia efectes significatius (P<0,05) sobre les
coordenades vermella (a*) i groga (b*) del concentrat d’'Hb en pols. També es va trobar
que el temps d’emmagatzematge tenia efectes significatius sobre I'evolucié d’ambddés
parametres i que la seva variacio depenia de la concentracié afegida. Durant els primers
5-7 dies després de la deshidratacid, aquests parametres disminuien d’'una forma més
marcada i, a partir de la primera setmana, la disminucio de a* era més progressiva,
mentre que b* es mantenia forca estable. Les mostres amb un 2 % de nicotinic
presentaven valors de a* (28) molt superiors que els de les mostres control i la resta de
concentracions (23-24), pero no diferien gaire de les que tenien un 1 % (25-26). Al cap de
63 dies, les mostres amb un 2 % de nicotinic presentaven valors de a* de 23, unes 5-6
unitats superiors a la resta (17), mentre que respecte de les additivades amb un 1 % (19),
la diferencia era d’unes 4 unitats. D’altra banda, en el cas de la coordenada groga (b*),
'addicié d’'un 2 % de nicotinic determinava que les mostres fossin unes 2-3 unitats més
grogues (18) que les que contenien un 1 % (16,5), i les que tenien un 0,25-0,5 % de
'additiu i les control (15,5). Al final de 'emmagatzematge, la coordenada groga havia
disminuit lleugerament, aproximadament 1 unitat, per a totes les concentracions.

a* (vermell-verd)
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Figura 3.14: Evolucio del parametre a* (vermell-verd) en el temps del concentrat d'Hb
en pols en funcié de la concentracié d'acid nicotinic. Les barres d’error indiquen els
intervals de confianca de les mitjanes (P=95 %).
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b* (groc-blau)
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Figura 3.15: Evoluci6 del parametre b* (groc-blau) en el temps del concentrat d’'Hb en
pols en funcié de la concentracié d'acid nicotinic. Les barres d’error indiquen els
intervals de confianca de les mitjanes (P=95 %).

L’addicié d’'un 2 % (p/v) d’acid nicotinic a la FC evita considerablement I'enfosquiment
produit per la deshidratacio i 'emmagatzematge posterior, i permet I'obtencié d’'una pols
de FC meés clara, més vermella i més groga que la FC control. L'increment d’ambdues
coordenades cromatiques (a* i b*) es tradueix en qué la pols tingui un color marronds a
causa de l'augment de b*. Tal com s’ha comentat anteriorment, el comportament del
parametre b* sol ser forca similar al del parametre a* (Pérez-Alvarez et al., 1998).
Tanmateix, I'acid nicotinic a aquesta concentracio és capag d’'estabilitzar el poder colorant
del concentrat d’Hb en pols durant el periode d’'emmagatzematge. L’acid nicotinic es va
patentar per utilitzar-lo com a estabilitzant del color en carns; Coleman et al. (1949, 1951,
a: Kendrick i Watts, 1969) van descriure la formacio d’'un pigment de color vermell,
producte de la reaccié entre I'acid nicotinic i la Mb. Esta descrit que I'acid nicotinic i la
seva amida formen un complex vermell estable amb la Mb, similar al que es forma amb
NO (Cheftel i Cheftel, 1976).

Donat que I'addicié d'un 2 % de nicotinic tenia efectes molt favorables sobre el color de la
FC en pols, es va intentar optimitzar la dosi Optima d'aquest i es van assajar les
concentracions de 0; 1,5; 2 i 2,5 %. Tanmateix, I'addicié d'un 2,5 % de nicotinic produia
una disminucié del pH, que repercutia negativament sobre les caracteristiques
cromatiques i la solubilitat de I'Hb de la FC. Per tant, es va decidir assajar els efectes de
I'addicio de nicotinamida a la FC a concentracions de I'1; 1,5; 21 2,5 %.
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3.4.6 Efectedel’addici6 de nicotinamida

La nicotinamida s’obté a partir de I'acid nicotinic substituint el grup acid d’aquest per un
grup amida. La nicotinamida, en forma de nicotinamida adenina dinucleotid (NAD") o la
seva forma fosforilada (NADP") és un coenzim de deshidrogenases (Belitz i Grosch,
1999). A les Figures 3.16, 3.17 i 3.18 es mostren els valors dels parametres L*a*b* en
funcié de la concentracio de nicotinamida afegida a la FC i la seva evoluciéo durant
lemmagatzematge. Les diferents concentracions de nicotinamida tenien un efecte
significatiu sobre els 3 parametres del color. També es va observar que I'evolucio de L*,
a* i b* durant 'emmagatzematge depenia significativament de la mostra de FC en pols, a
causa de la variabilitat entre les repeticions.

Pel que fa a la Lluminositat, existia un efecte significatiu (P<0,05) de la concentracid, aixi
com una variacio significativa d’aquest parametre durant el periode d’emmagatzematge.
El valor de L* disminuia durant els primers dies i després s'estabilitzava. Les mostres
amb nicotinamida eren més clares que les control, malgrat que lincrement de la
lluminositat era superior amb una concentracié del 2,5 %. Aquest comportament és molt
similar a 'observat amb un 1 % d’acid nicotinic.

L* (luminositat)

30 1 T T T T T T T T T T T T
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temps (dies)

—e— control 1% 15% —©—2% —F—25%

Figura 3.16: Evolucié del parametre L* (lluminositat) en el temps del concentrat d'Hb
en pols en funcié de la concentracié de nicotinamida. Les barres d’error indiquen els
intervals de confianca de les mitjanes (P=95 %).

En referéncia al parametre a*, aquest era significativament superior (P<0,05) en
augmentar la concentracié de nicotinamida. Tanmateix, els valors de la coordenada a*
eren molt semblants entre les mostres additivades amb concentracions de 1,5, 2 i 2,5 %.
Existia una variaci6 significativa del parametre a* durant el periode d’'emmagatzematge i
la pauta de variacioé depenia de la concentraci6 afegida. La coordenada vermella del color
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de la FC disminuia rapidament durant la primera setmana i després més lentament.
Alguns autors han descrit que la nicotinamida té capacitat de formar complexes amb el
grup hemo, incrementant els valors de a* (Ahn i Maurer, 1990). Tanmateix, la
nicotinamida presenta una menor capacitat d'evitar 'oxidacié del Fe que I'acid nicotinic.
Pot ser que la naturalesa acida d’aquest ultim sigui responsable del millor comportament
segrestant per part del nicotinic. Segons Maccarrone et al. (1987), I'addicié d’antioxidants
i acids poden millorar el color d’alguns productes després de sotmetre’ls a un tractament.

a* (vermell-verd)
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temps (dies)

—&— control

1% 15% —©—2% —5—25%

Figura 3.17: Evoluci6 del parametre a* (vermell-verd) en el temps del concentrat d’Hb
en pols en funcié de la concentracié de nicotinamida. Les barres d’error indiquen els
intervals de confianga de les mitjanes (P=95 %).

b* (blau-groc)
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Figura 3.18: Evoluci6 del parametre b* (groc-blau) en el temps del concentrat d’'Hb en
pols en funcié de la concentracié de nicotinamida. Les barres d’error indiquen els

intervals de confianca de les mitjanes (P=95 %).
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Per una altra banda, la concentracio6 i el temps d’'emmagatzematge també tenien efectes
significatius (P<0,05) sobre el parametre b*. La coordenada groga era lleugerament
superior en incrementar la dosi de nicotinamida. En totes les concentracions, la variacio
de b* en el temps era molt similar, durant els primers 15 dies es produia un descens
lleuger, després es mantenia bastant estable i, a partir de I'Gltima setmana, tornava a
disminuir. Al final del periode d’emmagatzematge, les mostres amb un 2,5 % de
nicotinamida presentaven una tonalitat groga més elevada que la resta.

De forma global, hem observat que I'addicié de nicotinamida a la FC fa que el grup hemo
sigui menys susceptible a l'oxidacié produida tant durant la deshidrataci6 com durant el
periode d’'emmagatzematge. Els resultats més positius s’han obtingut amb I'addicié d’'un
2,5 %, sobretot quant a la lluminositat, perqué s’obté una pols molt més clara i més
vermella, perdo a la vegada més groga i, aix0 es tradueix en un color marronos.
Tanmateix, amb I'addicié d'un 2 % d’acid nicotinic s’obtenien valors molt més elevats de
la coordenada vermella i, per tant, una proteccié més efica¢ enfront de I'enfosquiment
produit durant la deshidrataci6 i 'emmagatzematge de la pols.

3.5 CONCLUSIONS

De lestudi del possible efecte estabilitizant del color de la FC deshidratada per
atomitzaci6 mitjancant l'addici6 d’additius amb activitat potencialment reductora i/o
segrestant del ferro heminic, s’ha observat que només I'addicié d’acid ascorbic o glucosa
i 'acid nicotinic i la nicotinamida, té efectes positius sobre el color del producte en pols.

En tots els assaigs realitzats s’observen canvis de color en la FC, provocats pel
tractament de deshidratacid, que son caracteristics de I'oxidacié de I'Hb. A més, durant
els 2 mesos d’emmagatzematge, el color segueix evolucionant i s’aprecia un augment
progressiu de I'enfosquiment i la tonalitat marro.

L’acid ascorbic i la glucosa no milloren la conservacio del color de I'Hb, modifiquen els
parametres a* i b* perd disminueixen I'enfosquiment que es produeix durant la
deshidratacio per atomitzacio, amb la qual cosa, es pot obtenir un producte en pols de
color marr6 més clar que sense l'addicié d’aquests antioxidants. Al final del periode
d’emmagatzematge, les mostres additivades amb un 2 % d'ascorbic o un X2 % de
glucosa s6n més clares que la FC control.

L’addici6 de dextrina o L-cisteina no disminueix I'enfosquiment que es produeix durant la
deshidrataci6 de la FC ni evita el canvi de color de I'Hb. L'efecte de les diferents
concentracions de dextrina no produeix variacions significatives en cap dels 3 parametres
del color de la FC en pols, donat que aquests disminueixen durant el temps
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d’'emmagatzematge, sense que existeixi una relacioé entre les diferents concentracions de
dextrina. D’altra banda, la cisteina, no només no protegeix a la FC de I'enfosquiment, sind
que produeix una disminucié de les tonalitats vermella i groga de la pols, que és
proporcional a la concentracio de cisteina.

Per ultim, I'acid nicotinic i la nicotinamida protegeixen el color de I'Hb durant el procés de
deshidratacio i el periode d’'emmagatzematge de la FC en pols. L'addicié d'un 2 % d’acid
nicotinic a la FC evita considerablement I'enfosquiment produit per la deshidrataci6 i
'emmagatzematge posterior i permet I'obtencié d'una pols de FC més clara, més
vermella i més groga que la FC control. Per altra banda, es va trobar que la FC additivada
amb un 2,5 % de nicotinamida, també era menys susceptible a I'enfosquiment o canvi de
color produit tant durant la deshidratacié com durant el periode d’emmagatzematge.

Finalment, malgrat que s’han observat efectes positius sobre la lluminositat amb els
antioxidants acid ascorbic i glucosa i sobre la tonalitat vermella amb els quelants acid
nicotinic i nicotinamida, no es descarta la utilitzaci6 combinada de varis additius per
protegir el color de la FC en pols d'una forma més eficag. Es podrien afegir diferents
reductors 0 una combinacié d’aguests amb agents segrestants, per exemple I'acid
ascorbic o la glucosa, que produeixen un aclariment de la pols, en combinacié amb acid
nicotinic o nicotinamida, que protegeixen el color vermell, per investigar si existeixen
efectes sinérgics o complementaris entre aguestes substancies.
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Capitol 4: Higienitzacié de la fraccio cel-lular mitjancant el
tractament amb altes pressions hidrostatiques.

4.1 INTRODUCCIO

Com hem vist anteriorment, I'elevada contaminacié microbiologica de la sang és la
principal limitacio per a la utilitzacio de les fraccions de la sang a la industria alimentaria.
Per millorar la qualitat microbiologica de les fraccions de la sang és necessari trobar un
meétode de descontaminacié o higienitzacié efectiu que permeti mantenir el valor nutritiu i
les propietats organoleptigues i funcionals d’'aquests productes. Donat que els
tractaments termics modifiquen o danyen irreversiblement la fraccié cel-lular i les seves
proteines, es requereix un metode de conservacié no térmic. Tal com s’ha descrit en el
capitol 2, la deshidratacié per atomitzacié €s un bon sistema per conservar la FC de la
sang de porc. Tanmateix, la FC deshidratada per atomitzacio encara reflecteix I'elevada
contaminacié microbiologica del producte de partida. Es planteja, doncs, I'aplicacio d’'un
sistema d’higienitzacio, préviament al procés de deshidratacié, que permeti reduir la
microbiota contaminant de la FC.

Les tecnologies no térmiques de conservacié dels aliments estan emergent com a
processos alternatius o complementaris als métodes tradicionals de nservacié dels
aliments. Els diferents tractaments no térmics de conservacid dels aliments (altes
pressions hidrostatiques, camps eléctrics polsants d’elevada intensitat, camps magnetics
oscil-lants, polsos de llum d'elevada intensitat, microfiltracié tangencial, radiacions
ionitzants, llum ultravioleta d’ona curta, ultrasons, processos combinats basats en la
teoria dels obstacles, entre d’altres) permeten obtenir productes estables des del punt de
vista microbiologic, sense que es produeixin els efectes col-laterals negatius dels
tractaments de conservaci6 amb aplicaci6 de calor sobre les qualitats nutritives i
sensorials dels aliments. L'alta pressié hidrostatica esta guanyant importancia a la
indastria alimentaria a causa dels avantatges que presenta en la inactivaci6 de
microorganismes i enzims i en la produccio d'aliments d'alta qualitat (Mertens i Knorr,
1992, a: Barbosa-Canovas et al., 1998).

Altes pressions hidrostatiques

El processament dels aliments per alta pressiod hidrostatica (HHP), també anomenat
processament per alta pressio (HPP) o per pressio ultra elevada (UHP), és una tecnologia
emergent que resulta molt interessant com a alternativa als processos térmics de
conservacio. Consisteix en sotmetre als aliments a pressions compreses entre 100 i 1000
MPa, les quals provoquen la destruccio i/o la inactivacié dels microorganismes patogens
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i/lo deteriorants, la modificacié de biomoléecules i la inactivacio o activacio enzimatica. Les
condicions d'aplicacio dels tractaments HHP solen ser de 0°C fins a 100°C de
temperatura, durant intervals de temps que oscil-len des de polsos de pocs segons fins a
tractaments de més de 20 minuts de durada.

Els efectes dels tractaments HHP es basen en diferents principis fisics (Cheftel, 1992;
Heremans, 1992, a: Tewari et al., 2001; Knorr, 1993):

a) El principi de Le Chatelier, que estableix que qualsevol fenomen que comporta una
disminuci6 del volum es veu afavorit per un increment de pressio i viceversa. Per tant,
I'alta pressié afecta a qualsevol fenomen que comporti un canvi de volum i afavoreix
els fenomens que tenen com a resultat una disminucié del volum (reaccions
qguimiques, canvis de fase, canvis en la configuracié molecular).

b) El principi de Pascal, que indica que la pressi6é actua isostaticament, és a dir, que es
transmet de forma uniforme i quasi instantania a través de tot el producte alimentari,
independentment de la seva grandaria, volum, geometria, forma i composicio, sempre
i quan la mostra estigui en contacte directe amb el medi transmissor de la pressid, o
hermeticament segellat en un envas flexible que transmeti la pressio. La preséncia de
gas (aire) a l'interior fa que la transmissio de la pressio no sigui instantania.

c) El principi d’ordenacié microscopica, que implica que, a temperatura constant, un
increment de la pressié incrementa el grau d'ordenacié de les molécules d'un
substrat.

Addicionalment, a diferéencia dels tractaments térmics, el temps necessari pels
tractaments HHP és independent de la massa i la grandaria de les mostres, de manera
gue permeten reduir el temps de processat (Zimmerman i Bergman, 1993, a: Barbosa-
Céanovas et al., 1998) i els requeriments energeétics també sén menors.

Efectes de I'alta pressio

La conservaci6é dels aliments mitjancant 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 cél-lules, la morfologia cel-lular, les reaccions
bioquimiques i els mecanismes genetics dels microorganismes (Hoover et al., 1989;
Hoover, 1993). La membrana cel-lular és la part dels microorganismes que es veu
afectada en primer terme (Morita, 1975). Aquesta, després de la pressuritzacio,
normalment mostra alterada la seva permeabilitat al modificar-se la capa de fosfolipids,
fet que provoca des de danys subletals a les cel-lules supervivents fins a la lisi cel-lular.
La morfologia cel-lular també es pot veure afectada a partir de 6 atmosferes, ja que el gas
intracel-lular de les vacuoles pot col-lapsar a aquesta pressio (Knorr, 1995).



Capitol 4 109

Quant a les reaccions bioquimiques, I'aplicacié de pressié afavoreix les reaccions que
provoquen una disminucié de volum i retarda les que comporten un increment d’aquest.
Respecte als mecanismes geneétics, la pressio afecta als enzims implicats en la replicacio
i la transcripcio, mentre que els acids nucleics presenten una gran estabilitat enfront la
pressio i sbn meés baroresistents que les proteines.

Donat que la pressid no afecta als enllagcos covalents, els components de baix pes
molecular dels aliments com les vitamines, els colorants i els flavours no es veuen
afectats per la pressio i, per tant, el valor nutritiu i les caracteristiques organoléptiques
dels productes tractats per HHP es solen mantenir forga intactes. Tanmateix, I'alta pressio
actua sobre les interaccions no covalents que estabilitzen I'estructura de les molecules
biologiques (com els ponts d’hidrogen i les interaccions electrostatiques i hidrofobiques) i,
com a consequencia, pot induir canvis conformacionals en les proteines i els polisacarids
(mido, pectines, alginats, etc.) com per exemple la desnaturalitzacio i 'agregacio proteica
o la formacio6 de gels de proteines i la gelificacio del mid6é (Van Camp, 1996). També esta
descrit que I'exposicio a alta pressio pot inactivar o activar les reaccions enzimatiques
deteriorants. La inactivacio enzimatica esta influenciada pel pH, concentracio de substrat,
estructura de les subunitats de I'enzim, i la temperatura i el temps de pressuritzacio
(Hoover et al., 1989).

Equips d’alta pressio

Actualment el equips industrials d’'alta pressio hidrostatica consisteixen en instal-lacions
discontinues d’entre 10 i 500 L de capacitat, per a aliments liquids, fluids viscosos, solids
o amb ingredients solids, o sistemes semicontinus de 1 a 4 t/h de producci6, aptes només
per a productes liquids.

A la Figura 4.1 es mostra un esquema d’un equip discontinu per al tractament HHP que
consta d'una cambra cilindrica de pressuritzacioé (1), una bomba de baixa pressio (2), un
intensificador de la pressio (3) que utilitza el liquid des de la bomba de baixa pressié per
generar un fluid transmissor d’alta pressio, el medi transmissor de la pressié (4) que sol
ser aigua o solucions etanoliques (per si s’ha de treballar a baixes temperatures), i un
circuit de refrigeracié o calefaccio extern (5). El processament HHP es porta a terme
normalment mitjangant liquids de baixa compressibilitat, generalment aigua amb un petit
percentatge d'oli soluble per lubricar la bomba i per evitar corrosions. La pressidé és
generada amb una bomba hidraulica i el liquid pressuritzat queda retingut a l'interior de la
cambra cilindrica de tractament de gran espessor i resistencia, on es produeix la
pressuritzacio del producte (Cheftel, 1992).
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Figura 4.1: Esquema d'un equip discontinu d'alta pressio
hidrostatica.

El nostre grup de recerca ha portat a terme diversos estudis dels efectes del
processament amb altes pressions hidrostatiques sobre la contaminacié microbiologica i
la funcionalitat proteica de la fraccié plasmatica de la sang de porc (Parés, 1998; Parés et
al., 1998a; Parés et al., 2000; Parés et al., 2001). A partir d'aquests estudis, es va arribar
a la conclusi6 que laplicaci6 de tractaments HHP a 450 MPa durant 15 min a
temperatures superiors a 25°C era un metode efectiu per millorar la qualitat
microbiologica del plasma de porci. La pressuritzacio realitzada a 40°C durant 15 min era
la que presentava una major efectivitat sobre la reduccié dels recomptes microbiologics
del plasma. Pel que fa a la funcionalitat, els tractaments realitzats a 450 MPa i a 40°C
produien una disminucié de la solubilitat al pH natural de les proteines del plasma (pH
7,4) perd milloraven l'activitat emulsionant, I'estabilitat de I'escuma i les propietats
funcionals dels gels de plasma obtinguts per escalfament. Per altra banda, els
tractaments realitzats en condicions de refrigeracio (5°C) no afectaven la solubilitat ni les
propietats de superficie de les proteines del plasma.

4.2 OBJECTIUS

Els objectius del present capitol son, en primer terme, posar a punt el tractament d’altes
pressions hidrostatiques per aplicar-lo a la higienitzacié de la fraccié cel-lular de la sang
de porc. Amb aquesta finalitat, s’avaluaran els efectes del tractament per HHP a diferents
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condicions de pressio (400, 450 i 500 MPa), temperatura (5, 20 i 40°C) i temps (5, 15 30
min) sobre la qualitat microbiologica, aixi com sobre algunes caracteristiques funcionals
de la FC com la solubilitat proteica, la viscositat i el color.

Un cop fixades les millors condicions de pressid, temperatura i temps d’aplicacio del
tractament HHP a la FC, es determinaran les propietats funcionals de la FC higienitzada
per altes pressions hidrostatiques i deshidratada per atomitzacid. Concretament,
s’avaluaran l'activitat emulsionant, la capacitat escumant i de formacié de pastes per
escalfament, aixi com la textura i la capacitat de retencié daigua de les pastes
obtingudes a partir de la FC sotmesa als dos processos tecnologics. S’ha plantejat
estudiar la funcionalitat de la FC sotmesa a una pressuritzacio i posteriorment conservada
mitjangant la deshidratacié per atomitzacid, donat que la forma viable d’'una possible
industrialitzaci6 i utilitzacio de la fraccio cel-lular seria com un producte en pols.

4.3 MATERIAL | METODES
4.3.1 Procedénciade les mostres

Es van utilitzar mostres de sang de porc recollides del tanc d’'emmagatzematge en
refrigeracié d’'un escorxador industrial de caracteristiques descrites al capitol 2 (apartat
2.3.2). Les mostres de fracci6 cel-lular hemolitzada es van obtenir segons el procediment
descrit a I'apartat 2.3.3 del capitol 2. Tots els experiments es van realitzar amb mostres
de sang recollides en diferents dies pero en les mateixes condicions. Les mostres de
fraccio cel-lular hemolitzada sempre es van pressuritzar el dia seguent d’haver recollit la
sang i es mantenien en refrigeracié6 en ampolles de vidre estérils fins al moment del
tractament d’higienitzacio.

4.3.2 Tractament amb altes pressions hidrostatiques

Els tractaments de HHP es van realitzar en una premsa isostatica discontinua (Alstom,
Nantes, Franca) situada al Centre Especial de Recerca-Planta de Tecnologia dels
Aliments de la Facultat de Veterinaria de la Universitat Autonoma de Barcelona, que
disposa d’'una cambra de pressuritzacié de 2 L de capacitat, de 10 cm de diametre i 25
cm d’algada. Es van utilitzar bosses de plastic PA/PE flexibles de 250 x 500 mm (Cryovac
Packaging Spain S.L., Barcelona), en les quals es van introduir uns 250 mL de FC
hemolitzada (Figura 4.2). Les bosses es tancaven intentant no deixar bombolles d’aire a
I'interior ja que aquestes disminueixen l'eficacia del tractament, s’'introduien en una altra
bossa de les mateixes caracteristiques i es termosegellaven al buit. Les diverses
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condicions dels tractaments HHP aplicades foren 400, 450 i 500 MPa, a 5, 20 i 40°C
durant 5, 15 i 30 minuts.

Figura 4.2: Mostres de fraccié cel-lular hemolitzada envasades abans del
tractament HHP i detall del cilindre de pressuritzacié de la premsa isostatica
discontinua utilitzada.

Aquest equip permet aplicar pressions de fins a 500 MPa; la pressié s'assoleix en un
periode de temps d’entre 1 i 2 minuts i, al final del cicle, la descompressio s’aconsegueix
en 40-90 segons. La durada dels periodes de compressio i descompressiéo sempre era la
mateixa en tots els tractaments. La temperatura de l'aigua a l'interior de la cambra de
pressuritzacio era mesurada amb una termosonda per controlar si es produien variacions
de la temperatura durant els tractaments. La temperatura maxima assolida durant els
tractaments va ser d’'uns 2°C per sobre de la temperatura programada.

La temperatura de tractament s’assolia mitjancant el bescanvi de calor a través de la
doble camisa de la cambra de pressuritzacio, per on es feia circular aigua provinent d'un
bany en els tractaments realitzats a 20 i 40°C, o bé una barreja d’etanol i aigua (3:1), com
a fluid refrigerant, en els tractaments realitzats a temperatures de refrigeracié (5°C), per
evitar la possible cristal-litzacié de l'aigua durant el periode de descompressio. El liquid
transmissor de la pressié a l'interior de la cambra era una emulsié d'oli en aigua (10 %
d’oli) per a mantenir la bomba lubricada. Es va utilitzar un oli soluble Dromus Qil B (Shell
Espanya, Madrid). Les mostres que s’havien de tractar a 20 i 40°C, un cop envasades, es
deixaven a temperatura ambient, i les que s’havien de tractar a 5°C es mantenien en
refrigeracio fins al moment del tractament.
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Les mostres no tractades i totes les mostres després dels tractaments HHP es van
mantenir a 5°C fins que es realitzaven les analisis corresponents i aquest temps oscil-lava
entre 2 i 4 hores.

4.3.3 Contaminacié microbioldgica

Per avaluar l'efecte de l'aplicaci6 de lalta pressié hidrostatica sobre la qualitat
microbiologica de la FC de la sang de porc es va determinar la capacitat de reduccio de la
contaminacié general per part del tractament d’higienitzacié i la capacitat de creixement
de la poblacié supervivent després del tractament. Les analisis microbiologiques es
realitzaven el mateix dia en que les mostres es sotmetien als tractaments d’alta pressio.

4.3.3.1 Recompte de microorganismes aerobis mesofils

Per avaluar la capacitat de reduccié de la contaminacié microbiologica de la FC per part
del tractament HHP es van determinar els recomptes dels microorganismes aerobis
mesofils en les mostres no tractades i en les mostres pressuritzades. Les determinacions
microbiologiques es van fer pel métode de la sembra en massa, sembrant 1 mL de les
dilucions corresponents en el medi de cultiu de recompte general no selectiu Base Agar
Sang (Oxoid Ltd.) descrit al capitol 2 (apartat 2.2.5.1). Les plagues s’incubaven en una
estufa de cultiu a 37 £ 1°C durant 24 hores i posteriorment es realitzava el recompte de
les colonies crescudes.

4.3.3.2 Capacitat de creixement de la microbiota contaminant

Per avaluar de forma més acurada la capacitat d’higienitzacié de les altes pressions
sobre la FC es va determinar I'efecte del tractament HHP sobre el creixement de la
poblacié microbiana després de la pressuritzacié. D’aquesta manera es podia avaluar la
capacitat de creixement dels microorganismes supervivents als diferents tractaments
HHP, donat que alguns microorganismes poden ser danyats o inhibits per les altes
pressions, pero en condicions favorables es poden recuperar. Aquests microorganismes
probablement no creixen en el medi de cultiu Base Agar Sang i, per aguest motiu, es va
avaluar I'evolucié de la microbiota contaminat a la FC higienitzada pel tractament HHP
respecte la de les mostres control.

L’evoluci6 de la carrega microbioldgica contaminat de la FC higienitzada per alta pressié i
de la FC no tractada es va determinar mitjancant un métode turbidimeétric. La turbidimetria
€s un meétode rapid per a la deteccid i el recompte de microorganismes, basat en
mesures de la densitat optica que representen el desenvolupament de la poblacié
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bacteriana en temps real, donat que quan els microorganismes creixen i es multipliquen
en un medi liquid fan augmentar la seva terbolesa, de manera que I'absorbancia sera
proporcional a la concentracié de microorganismes.

Es va utilitzar un analitzador microbiologic turbidimétric Bioscreen C (Labsystems
Corporation, Helsinki, Finlandia) que és un espectrefotometre que permet processar
lectures verticals d’'un gran nombre de mostres liquides disposades en plaques
multipouets. Les corbes de creixement de la microbiota supervivent es van obtenir
mesurant les variacions de I'absorbancia a 600 nm cada 20 minuts, sobre aliquotes de
200 nL d’'una dilucié 1/200 de FC en Brou Nutritiu ™®° (Oxoid Ltd.), de les mostres
incubades a 31°C durant 132 hores. Es van utilitzar plaques de 100 pouets i es
realitzaren quatre repeticions per a cadascuna de les mostres estudiades per obtenir les
corbes de creixement mitjanes de la poblaci6. La capacitat de creixement dels
microorganismes supervivents de la FC es va avaluar comparant la velocitat de
creixement (que es va calcular a partir dels pendents de la fase de creixement
exponencial linearitzada mitjancant la transformacié en logaritmes neperians) i el temps
de generacio (calculat com el Ln 2/pendents) de la microbiota supervivent a les mostres
pressuritzades i a les no tractades.

4.3.4 Color CIE L*a*b*

Per avaluar I'efecte de les altes pressions sobre el color de la FC es van determinar els
canvis produits sobre els parametres CIE L*a*b* del color. Donat que la FC és un fluid
opac, la determinacié de les coordenades cromatiques es va realitzar amb un colorimetre
Minolta CR-300 amb un conus de projeccié de vidre segons la metodologia descrita a
lapartat 2.2.6.2. Es van dur a terme tres mesures dels parametres CIE L*a*b* sobre cada
mostra.

4.3.5 Solubilitat proteica

Es determina la solubilitat proteica a pH neutre (7) i a pH acid (4,5) de la FC, com el
percentatge de proteina soluble respecte el percentatge de proteina total segons el
meétode de Morr et al. (1985).

M3 Brou Nutritiu (NB, Oxoid CM 1) composicio (g-L'l)
pH: 7,4 £ 0,2 Pols “Lab-Lemco” 1,0
Extracte de llevat 2,0

Peptona 5,0

Clorur sodic 5,0
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La determinacié de la solubilitat de cada mostra es va fer per duplicat, en solucions de FC
al 4 % (p/v), una es va ajustar a pH 4,5 i l'altra a pH 7, segons el mateix procediment
descrit a I'apartat 2.2.4.2. Cada determinacio es va fer individualment per duplicat sobre
cada mostra.

4.3.6 Viscositat

Per determinar la viscositat es va utilitzar un viscosimetre-reometre rotacional de cilindres
concentrics Bohlin Visco 88 BV (Bohlin Instruments Ltd., Cirencester, Anglaterra). Les
mesures de viscositat es realitzaren amb 15 mL de les mostres FC que préviament
havien estat temperades a 25°C. Donat que la FC presentava una viscositat intermedia
(entre 70 i 600 mPa-s) es va utilitzar com a sistema de mesura la combinacié d’émbol
mobil (cilindre rotacional intern) i cilindre fix (extern) de 25 mm i 27 mm de diametre,
respectivament. Es va treballar a una velocitat de rotacié de 327 rpm (5,45 Hz) i es
comprovava que el sistema de mesura i la velocitat rotacional permetessin que el parell
de torsi6 sempre estigués compres entre 0,51 9,5 mN-m. La viscositat es va mesurar en
Pascal*segons amb un gradient de deformacié o cisalla €hear rate) de 384 s™ i es van
prendre quatre mesures consecutives de cada mostra.

4.3.7 Determinacio de les propietats funcionals

Per determinar les propietats funcionals de la FC higienitzada per altes pressions
hidrostatiques es va dissenyar un experiment aleatoritzat per blocs complets. Aquest
experiment es va dur a terme sobre 5 mostres de FC hemolitzada (5 repeticions)
provinents de sang de porc, obtingudes en diferents dies perd en les mateixes condicions.
Cada mostra es va dividir en dos aliquotes d'uns 500 mL que es va envasar en ampolles
flexibles de PE de baixa densitat (Bibby Sterilin Ltd., Anglaterra) sense deixar gens
d’espai de cap. Una aliquota es va utilitzar com a control (FC no tractada) i I'altra es va
sotmetre al tractament d’higienitzaci6 amb HHP segons les millors condicions d’operacié
(Toldra et al., 2002) que es descriuen en la primera part d'aquest capitol. Ambdues
mostres es van mantenir en refrigeracio fins al moment de la deshidratacio.

Les mostres de FC es van deshidratar per atomitzacié en un equip de laboratori Buchi
Mini Spray Dryer B-191 (Buchi Labortechnik AG, Flawil, Suissa) a les seglents
condicions: temperatura d’entrada de I'aire de 140°C; cabal d’alimentacio constant de 670
mL-h™; cabal d’aire d’aspiraci6 de 60 L-h'; i 5 bar de pressié pel flux d'aire per a la
polvoritzacio. Les temperatures de sortida de I'aire mitjanes assolides durant el procés de
deshidratacié de les diferents mostres es mostren a la Taula 4.1. Les mostres de FC es
van assecar el mateix dia que s’havien sotmes al tractament HHP.
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Donat que I'aplicaci6 del tractament HHP a la FC produia un increment de la viscositat del
producte, per tal de facilitar el procés de polvoritzacié de la FC pressuritzada i evitar
l'obturacié del broquet nebulitzador, es va fer una dilucié en aigua per disminuir la seva
viscositat. La FC pressuritzada es va deshidratar a una concentracié d’extracte sec del
30 %, mentre que I'extracte sec de la FC control era del 35 %.

A la Taula 4.1 es mostren els continguts en humitat de les mostres de FC control i FC
tractada per HHP després de la deshidratacié per atomitzacié a 140°C. La repeticio
namero 3 es va deshidratar sota unes condicions d’elevada humitat relativa ambiental, les
guals van disminuir la capacitat de deshidratacido de I'equip i, com a consequeéncia,
aguesta mostra presentava un major % d’humitat i una menor T2 de sortida de l'aire.
Tanmateix, el 5,27 % d’humitat d’'aquesta mostra coincideix amb el valor assolit en les
mostres de FC deshidratades amb l'altre equip de deshidratacié per atomitzacio utilitzat
als experiments del capitol 2, el qual es corresponia a un contingut en aigua inferior al de
la capa monomolecular. Per aquest motiu, no es va descartar aguesta repeticio. El
contingut en humitat de la FC control en pols era del 3,5 £ 0,7 % i el de la FC
pressuritzada en pols del 3,23 + 0,8 %; per tant, en ambdoés tipus de mostres en pols,
malgrat haver diluit una mica la FC tractada per alta pressio, s'assolia un contingut en
aigua prou baix com per garantir la correcta conservacié dels productes.

Taula 4.1: Percentatges d’humitat (g d’aigua per 100 g de pols) de les 5 mostres de
FC no tractades (control) i pressuritzades deshidratades per atomitzacié a 140°C i
temperatures de sortida de l'aire durant la deshidratacio.

Humitat (%) T2 sortida aire (°C) ?
Mostra

FC control FC + HHP FC control FC + HHP
Repeticio 1 3,18 3,04 80,6 £ 0,9 80,1+25
Repeticié 2 3,92 3,59 748 +1,1 73,8+ 1,7
Repeticio 3 5,27 5,21 66,0 £ 3,0 66,5+ 2,3
Repeticio 4 3,03 1,98 776+1,4 78,0+ 2,0
Repeticié 5 2,33 2,31 78,3+0,9 78,1+0,8

? Mitjanes * IC, n=8 (P=95%).

Es van determinar els efectes del tractament HHP i de la deshidratacié per atomitzacio
sobre les propietats funcionals més interessants de la FC, comparant la funcionalitat de la
FC pressuritzada i deshidratada amb la de la FC no tractada deshidratada. Les propietats
funcionals estudiades van ser: la solubilitat proteica, I'activitat emulsionant, la capacitat
escumant i 'estabilitat de I'escuma, la capacitat de retencié d’aigua i la textura de les
pastes formades per escalfament de solucions de FC.
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Paral-lelament a la realitzacid6 d’aquest experiment, es van investigar els efectes de
'aplicacio dels 2 processos tecnologics de conservacio, el processament amb altes
pressions i la deshidratacio posterior, sobre el color i la qualitat microbiologica de la FC.
De manera que es van determinar els recomptes de microorganismes aerobis mesofils de
la FC no tractada i la FC higienitzada per HHP, abans i després de la deshidratacio per
atomitzacio (FC liquida i FC en pols reconstituida al mateix extracte sec que la liquida,
per descartar I'efecte de la concentracié dels microorganismes al producte assecat),
segons el procediment descrit a I'apartat 2.2.5.1. Els parametres CIE L*a*b* del color de
la FC pressuritzada i la FC no tractada deshidratades per atomitzacié es van determinar
tal com s’ha descrit a I'apartat 2.2.6.2.

4.3.7.1 Solubilitat proteica

Es determina la solubilitat proteica a pH neutre (7) i a pH acid (4,5) de la FC, segons el
meétode de Morr et al. (1985) descrit a I'apartat 2.2.4.2, a partir de solucions de FC en pols
al'l % (p/v).

4.3.7.2 Capacitat escumant i estabilitat de I'escuma

Les propietats escumants d'una proteina es solen avaluar mitjancant la capacitat
escumant, determinant el volum de I'escuma formada, i I'estabilitat de 'escuma, mesurant
la pérdua de volum que experimenta I'escuma en el temps.

Es va determinar la capacitat de formacié d’escuma de la FC en pols tractada per HHP i
no pressuritzada a pH 4,5 i a pH 7. La metodologia utilitzada consistia en preparar 200
mL d’una solucio de FC al 0,5 % (p/v), ajustar al pH corresponent i introduir-la en un vas
de precipitats de 1000 mL. La soluci6 es va batre durant 10 minuts a velocitat maxima en
un agitador Braun MultiMix M700 (Braun Espanyola S.A., Esplugues de Llobregat,
Barcelona) amb dos bragos batedors. Durant el batut, el recipient estava col-locat sobre
un plat giratori fixat a un motor per aconseguir un moviment planetari que facilitava la
formacio d’'una escuma homogenia. Un cop obtinguda I'escuma, es mesurava el volum
d’escuma formada (mL) al cap d’un minut de repos.

L’estabilitat de I'escuma formada amb les solucions de FC en pols tractada per HHP i no
tractada, a pH 4,5 i a pH 7, es va determinar mitjancant un métode gravimetric. Es
dipositava una quantitat determinada i coneguda de I'escuma formada a cada pH sobre
un colador d’acer inoxidable, sec i préviament tarat, i es calculava el percentatge
d’escuma que romania retinguda al colador durant 2 hores, prenent mesures als 15, 30,
45, 60, 90 i 120 minuts, considerant que a temps inicial (t=0 min) l'estabilitat de 'escuma
era del 100 %. Cada determinaci6 es va fer per triplicat per a cada pH assajat.
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4.3.7.3 Activitat emulsionant

L’activitat emulsionant a pH 4,5 i a pH 7 de la FC en pols tractada per HHP i no tractada
es va determinar segons un metode turbidimétric basat en la técnica descrita per Pearce i
Kinsella (1978). Es van preparar solucions de FC en aigua destil-lada a diferents
concentracions (0,25; 0,5; 1; 1,5; 21 2,5 % (p/v)). Les emulsions es van obtenir a partir de
20 mL d’oli de blat de moro en 60 mL de la solucié de FC (emulsions al 75 %). La barreja
es va emulsionar a 12.000 rpm durant 1 minut en un homogeneitzador de ganivetes
Polytron PT3000 (Kinematica AG, Littau, Suissa). Es va mesurar I'absorbancia a 500 nm
en un espectrefotometre Shimatzu UV-160A (Shimatzu Corporation, Kyoto, Japd) d’'una
dilucié de 100 ni. de I'emulsi6 dispersada en 20 mL de dodecil sulfat sodic (SDS, Panreac
Quimica S.A., Montcada i Reixac, Barcelona) al 0,1 % (dilucié 1:200), immediatament
després d’homogeneitzar, utilitzant com a blanc la soluci6 de SDS al 0,1 %. Cada
determinacio es va fer per duplicat per a cada pH assajat.

4.3.7.4 Formacio de pastes per escalfament
a) Preparacio de les pastes:

Les pastes es van preparar a partir & FC en pols tractada per HHP i no tractada,
reconstituida al mateix extracte sec que la FC liquida i diluida a la meitat en aigua
destil-lada (dilucié 1/2), per obtenir una solucié de FC al 17 % d’extracte sec. De cada
mostra es van preparar 2 solucions de FC, una es va ajustar a pH 4,5 i l'altra a pH 7. Les
solucions es van introduir en una tripa de material sintetic (WP 2350/84, Proveedora
Hispano Holandesa S.A., Barcelona) de 25 mm de diametre i d’'uns 15-20 cm de llargada,
per obtenir uns cilindres homogenis. Les pastes cilindriques es van formar per
escalfament de les mostres embotides a 80°C en un bany d’aigua durant 30 minuts.
Posteriorment es refredaven en un bany d’aigua freda i es guardaven en refrigeracio fins
'endema, que era quan es realitzaven les analisi de textura i de la capacitat de retencio
d’aigua corresponents.

b) Capacitat de retenci6 d’aigua de les pastes (CRA)

La capacitat de retencid d'aigua de les pastes de fraccié cel-lular es va determinar
mitjancant una técnica basada en sotmetre les pastes a una centrifugacié combinada
amb filtracio, desenvolupada per Kocher i Foegeding (1993) amb algunes modificacions
proposades per Parés et al. (1998b).

A partir de les pastes de FC, obtingudes segons el protocol descrit al comencament
d’aquest apartat, s’obtenien uns cilindres de 8 mm de diametre amb un trepa. Els cilindres
de pasta es col-locaven a l'interior d’'unes bossetes de material filtrant Goretex® (Gore-Tex
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W.L., Gore y Asociados S.L., Barcelona) de 20 x 50 mm, que permetien que l'aigua
pogués sortir pero al mateix temps no quedaven empapades. Les bossetes es
subjectaven a uns tubs de centrifugaci6 de manera que quedessin suspeses al seu
interior sense tocar el fons del tub. Els tubs amb les bossetes es centrifugaven a 4000 x g
(Sorvall RC-5C Plus, Dupont Co., Newton, Connecticut, U.S.A.) durant 10 minuts a
15-20°C. Despreés de la centrifugacié es determinava la quantitat d’aigua alliberada pels
cilindres de pasta de FC. Cada determinacio es feia per triplicat per a cada pH assajat. La
capacitat de retencié d'aigua s’expressava com el percentatge d’aigua retinguda (p/p),
calculat per diferéncia del percentatge d'aigua alliberada per les mostres de pasta
després de la centrifugacio respecte el contingut en aigua inicial.

c) Textura de les pastes (TPA)

La textura fa referencia a la manifestacio de les propietats reologiques d’'un aliment i es
pot avaluar mitjancant metodes d’analisi sensorials o instrumentals. L’analisi instrumental
és preferible, ja que es porta a terme sota unes condicions més estrictament definides i
controlades que en el cas de l'avaluacidé sensorial, i perqué é€s un metode objectiu.
L'analisi del perfil de textura (TPA) és un test imitatiu en el qual una peca del producte
alimentari es sotmet a compressié 2 vegades successives, de manera que s'intenta imitar
0 reproduir l'acci6 mecanica de la mandibula humana quan es mastega un aliment.
D’aquest test s’obté una corba, anomenada perfil de textura, que representa la forca en
funcio del temps, de la qual es poden extreure una série de parametres texturals objectius
gue estan directament relacionats amb I'avaluacié sensorial del producte (Bourne, 1982).

L’analisi de perfil de textura es va dur a terme mitjancant un texturometre TA-XT2 (Stable
Microsystems Ltd., Surrey, Anglaterra) utilitzant una sonda cilindrica d’alumini de 50 mm
de diametre. Els assajos es van fer per triplicat sobre 3 porcions cilindriques de cada
pasta de FC, de 25 mm de diametre i 15 mm d’alcada, cadascuna de les quals, es va
sotmetre a 2 compressions successives fins al 30 % de la seva al¢ada inicial (compressio
del 70 %). Els diferents parametres del TPA es van obtenir utilitzant les seguents
condicions d’assaig: velocitat de 1 mm/segon; distancia del 30 % i temps de 3 segons.

A partir dels grafics del TPA es van calcular els parametres Duresa (en N); Adhesivitat
(en N*s) i la capacitat de recuperacié dels cilindres de pasta després de la primera
compressio o elasticitat (Springiness, adimensional). A la Figura 4.3 es mostra la corba
tipica obtinguda en un analisi de perfil de textura instrumental.

« Duresa: és la forca maxima de la primera compressio o mossegada del producte i es
mesura com l'alcada del pic de forca en el primer cicle de compressio.

« Adhesivitat: és l'area de la forca negativa després de la primera compressio i
representa el treball necessari perque la sonda es desenganxi o es separi de la
mostra.
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- Elasticitat: fa referencia a la capacitat de recuperaci6 fisica del producte després
d’haver estat deformat durant la primera compressio, o l'alcada que la mostra
recupera entre el final de la primera compressio i el comencament de la segona, i
generalment es mesura com la distancia de l'alcada del producte detectada a la
segona compressio dividida per la distancia de la compressi6 original.

PRIMERA MOSSEGADA SEGONA MOSSEGADA
L - - -
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Figura 4.3: Corba estandard d’'un assaig de TPA on es mostren els diferents
parametres calculats (http://texturetechnol ogies.com/texture_profile_analysis.html).

4.3.8 Analisi estadisticade les dades

Les dades es van analitzar utilitzant el paquet estadistic JMP versio 2.0 (SAS Institute,
Inc., 1990). Per avaluar els efectes dels diferents tractaments HHP a 400 MPa sobre la
microbiota contaminat, solubilitat proteica, color i viscositat de la FC, es va aplicar I'analisi
de la variancia (ANOVA) a dos nivells: en primer lloc, per investigar si existien diferéncies
significatives entre les mostres pressuritzades i les no tractades i, en segon lloc, per
investigar els efectes de la temperatura (5, 20 o 40°C), la duracié del tractament (5, 15 o
30 min), la mostra i les interaccions temperatura*temps, temperatura*mostra i
temps*mostra entre les mostres pressuritzades.

Pel que fa als resultats de la determinacié de les propietats funcionals de la FC
higienitzada per HHP i deshidratada per atomitzacio, es va aplicar TANOVA per investigar
els efectes del tractament HHP, pH, mostra (repeticio), i les interaccions tractament*pH,
tractament*mostra i pH*mostra sobre la solubilitat proteica, la capacitat escumant, el
percentatge d’escuma estable als 60, 90 i 120 min, els parametres de textura i la CRA de
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les pastes de FC en pols. Quant a les propietats emulsionants, es van avaluar els efectes
del tractament HHP, concentracid, mostra, i les interaccions: tractament*concentracio,
tractament*mostra i concentracié*mostra sobre I'activitat emulsionant de la FC en pols a
pH 45 i a pH 7, aixi com els efectes del tractament, pH, mostra, i les interaccions
tractament*pH, tractament*mostra i pH*mostra sobre l'activitat emulsionat de la FC en
pols a concentracions del 0,25, 0,5 i 1 % També es van avaluar els efectes de la
pressuritzacié i la deshidratacié sobre els recomptes totals de la FC i els efectes de l'alta
pressio sobre el color de la FC en pols.

Per a la comparacio de mitjanes es va aplicar el test de Tukey-Kramer HDS amb un nivell
de significacié de P=95 %. Les dades que presentaven un valor de P<0,05 a partir del test
de Barlett es van transformar. En els resultats dels recomptes microbiologics i dels temps
de deteccio i de generacio es va utilitzar la transformacio logaritmica, mentre que en els
percentatges de solubilitat proteica, CRA i d’escuma estable s’aplicava la transformacié
arcsin [(% Solubil./100)"].

4.4 RESULTATS I DISCUSSIO
Experiments preliminars

Per fixar les condicions de pressid, temps i temperatura que es podien aplicar a la fraccio
cel-lular per higienitzar-la mitjangant tractament amb altes pressions hidrostatiques es van
dur a terme uns assaigs preliminars.

Un primer assaig va consistir en tractar mostres de fraccio cel-lular a 400, 450 i 500 MPa
de pressi6, a una temperatura constant de 20°C, durant 5 i 15 minuts per determinar els
efectes de l'alta pressio sobre els recomptes de microorganismes aerobis mesofils i
observar si es produia alguna modificacié de la reologia de la fraccié cel-lular liquida. Tots
els tractaments assajats produien una reduccid d'entre 3 i 4 unitats logaritmiques,
passant de I'ordre de 10° ufc-mL™ a les mostres control a recomptes de 10*-10° ufc-mL* a
les mostres pressuritzades. Tanmateix, els tractaments realitzats a 450 i 500 MPa
conduien a la formacié de pastes molt espesses i, en algun cas, de pastes solides que
impedirien qualsevol posterior tractament i utilitzacié del producte, com per exemple la
deshidrataci6 per atomitzacié. Per tant, es va descartar la possibilitat d'aplicacié
d’aquestes condicions de pressio.

Es va realitzar un segon assaig sobre 3 mostres diferents de fraccio cel-lular, les quals es
van sotmetre a les seglents condicions de pressuritzacio: 450 MPa, a 20°C durant 5 min,
i 400 MPa, a 20 i 40°C durant 5 i 15 minuts. Es van determinar la reduccio de la
microbiota contaminant i la modificacié de la textura del producte produides pels diferents
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tractaments HP. Els resultats dels recomptes microbiologics es mostren a la Figura 4.4.
Els tractaments realitzats a 450 MPa i a 20°C durant 5 minuts i els duts a terme a 400
MPa, a 20 i 40°C durant 15 minuts van ser els més efectius quant a la capacitat
higienitzant, passant de recomptes de l'ordre de 10° ufc-mL™" a les mostres control a
recomptes de 10° ufcmL™ a les tractades. Malgrat tot, es va descartar I'aplicacié de 450
MPa de pressio a la fraccio cel-lular perque produia un gran espesseiment del producte.

6 - B 5 min O 15 min

log ufc/mL o g

0 T T T T
control ~ 400-20°C 400-40°C  450-20°C

Figura 4.4: Recomptes de microorganismes mesofils de la FC no
tractada (control), de la FC sotmesa a 400 MPa, a 20 i 40°C durant
5115 minuts i de la FC sotmesa a 450 MPa a 20°C durant 5 min.
Les barres d'error indiquen els intervals de confianca de les
mitjanes (P=95%).

Un cop fixats 400 MPa com la pressio viable de tractament, es va realitzar un experiment
amb la finalitat d’establir els limits per al periode de temps de tractament durant el qual es
podria pressuritzar la fraccio cel-lular. Amb aquest objectiu, tres mostres de FC recollides
en diferents dies pero a les mateixes condicions, es van sotmetre a tractaments HHP sota
condicions de pressi6 i temperatura constants (400 MPa i 20°C, respectivament) pero
modificant el temps de tractament (5, 15 i 30 minuts). Es van determinar els efectes dels
3 tipus de tractaments de pressuritzacié sobre el recompte de microorganismes aerobis
mesofils, la capacitat de creixement dels microorganismes supervivents, la solubilitat
proteica i la viscositat del producte.

A la Figura 4.5 es poden observar les corbes de creixement de la microbiota contaminant
de la FC no tractada i dels microorganismes supervivents a la FC sotmesa als
tractaments HHP a 400 MPa i a 20°C durant 5, 15 i 30 min. Cada corba es correspon a la
mitjiana de 3 repeticions per a cada mostra tractada aixi com de la FC control
corresponent, i de cadascuna de les repeticions es van determinar 4 corbes de
creixement. Les corbes de creixement dels microorganismes supervivents als tractaments
HHP van mostrar que l'alta pressio produeix una inactivacié considerable de la capacitat
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de creixement de la microbiota contaminant, fonamentalment quan el temps de
pressuritzacio és de 15 i 30 min, si es compara amb la corba de creixement mitjana dels
microorganismes presents a la FC no tractada.
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Figura 4.5: Corbes de creixement a 31°C dels microorganismes de la FC
hemolitzada no tractada (control) i de la FC sotmesa a 400 MPa i a 20°C
durant 5, 15 i 30 minuts. Les dades corresponen a les mitjanes de les
repeticions realitzades individualment per quadruplicat sobre 3 mostres.

En aquest assaig també es va determinar el temps de detecci6 de les corbes de
creixement dels microorganismes de la FC no tractada i de la FC sotmesa al tractament
HHP (400 MPa, a 20°C) en funcié del temps de pressuritzacié. Aquest parametre indica la
guantitat de microorganismes presents a la mostra, ja que el temps de detecci6 (TD), o
punt de la corba on comenca el creixement exponencial de la poblacio, depén del nombre
inicial de microorganismes viables presents a la mostra i de la seva taxa de creixement
(Manninen et al., 1990, a: Barco et al., 2000).

A la Figura 4.6, on es mostren els temps de deteccid de les corbes de creixement de la
microbiota contaminant de les mostres no tractades i les pressuritzades, podem observar
gue la pressuritzacid produeix un augment significatiu de la fase de laténcia de la
microbiota supervivent als tractaments HHP. El temps en el qual comencava el
creixement exponencial dels microorganismes presents a la FC no tractada era d’unes
5,3 hores, mentre que a les mostres tractades era significativament superior <0,05),
essent els temps de deteccié del creixement microbia després del tractament HHP durant
5, 151 30 min, de 29,3; 89,9 i 114,3 hores, respectivament.
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Tanmateix, el test de separacié de mitjanes va mostrar que no existien diferencies
significatives entre els tractaments realitzats durant 15 i 30 min sobre el temps de
deteccié. Miyao et al. (1993, a: Tewari et al.,, 2001) van investigar els efectes del
tractament HHP sobre els microorganismes en pastes de surimi i també van trobar que la
fase de latencia de les corbes de creixement dels microorganismes tractats per HHP era
superior a la dels no tractats.
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Figura 4.6: Temps de deteccié (hores) del creixement de la
microbiota contaminant de la FC no tractada (control) i la FC
sotmesa a 400 MPa i a 20 °C durant 5, 15 i 30 minuts. Les
barres d’error indiquen els intervals de confianga de les
mitjanes (P=95%). Les lletres diferents indiquen diferéncies
significatives entre tractaments (P<0,05).

En les Figures 4.7, 4.8 i 4.9 es mostren els resultats dels recomptes de microorganismes
aerobis mesofils, la solubilitat proteica i la viscositat, respectivament, de la FC sotmesa a
400 MPa, a 20°C durant 5, 15 i 30 minuts, respecte dels resultats obtinguts en la FC no
tractada. Els resultats van mostrar que no existien diferéncies significatives entre els
tractaments realitzats durant 15 i 30 min sobre els recomptes microbiologics i la solubilitat
proteica a pH neutre (7) i a pH acid (4,5). Tanmateix, els tractaments realitzats durant 30
minuts produien un increment significatiu de la viscositat del producte respecte de les
mostres no tractades i les tractades durant 51 15 minuts.

A partir dels resultats d’aquest assaig, es va descartar la possibilitat d’aplicar els
tractaments HHP de 30 minuts de duracio i es va dur a terme un experiment per tal
d’establir les millors condicions d'aplicacié del procés d’higienitzacid mitjancant altes
pressions hidrostatiques a la FC de la sang de porc.
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Figura 4.7: Recomptes de microorganismes aerobis mesofils
de la FC no tractada (control) i de la FC sotmesa a 400 MPa a
20°C durant 5, 15 i 30 minuts. Les barres d’error indiquen els
intervals de confianca & les mitjanes P=95%). Les lletres
diferents indiquen diferéncies significatives entre tractaments
(P<0,05).
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Figura 4.8: Solubilitat a pH 7 i a pH 4,5 de la FC no tractada (control) i
de la FC sotmesa a 400 MPa i a 20°C durant 5, 15 i 30 minuts. Les
barres d’error indiquen els intervals de confianca de les mitjanes
(P=95%). Les lletres diferents indiquen diferéncies significatives entre
tractaments (P<0,05).
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Figura 4.9: Viscositat a 25°C de la FC no tractada (control) i
de la FC sotmesa a 400 MPa a 20°C durant 5, 15 i 30 minuts.
Les barres d’error indiquen els intervals de confianca de les
mitjanes P=95%). Les lletres diferents indiquen diferéncies
significatives entre tractaments (P<0,05).

Es va dissenyar un experiment aleatoritzat per blocs complets sobre 5 mostres diferents
de FC obtinguda en diferents dies pero a les mateixes condicions (5 repeticions). Cada
mostra es va dividir en 7 aliquotes, de les quals una es va utilitzar com a control i les
altres 6 es van sotmetre al tractament HHP a 400 MPa de pressio i diferents
combinacions de temperatura (5, 20 i 40°C) i temps (5 i 15 minuts) de pressuritzacio. Es
van investigar els efectes dels tractaments HHP sobre la microbiota contaminant i, a més
a més, sobre el color, la solubilitat proteica i la viscositat de la FC (Figura 4.10).

I N
< > o S >
B
control 5°C 20°C 40°C
~— 7
—
pressuritzacié a 400 MPa
17 T
Microbiota contaminat: Caracteristiques funcionals:
* recompte microorganismes * color CIE L*a*b*
aerobis mesofils * solubilitat proteica
* corbes de creixement * viscositat

Figura 4.10: Esquema del procediment experimental dut a terme per establir les
condicions optimes de temperatura i temps per aplicar el tractament HHP a 400
MPa a la fraccio cel-lular hemolitzada.
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441 Efectes del tractament HHP sobre la microbiota contaminant de la
fraccio cel-lular

A la Figura 4.11 es mostren els recomptes de microorganismes aerobis mesofils viables
de la FC hemolitzada no tractada i I'efecte de I'alta pressié hidrostatica sobre aquests en
funcié de la temperatura i el temps de tractament. L’aplicacié del tractament HHP a la FC
liguida produia una disminucié significativa (<0,05) de la contaminacié microbiologica
respecte de les mostres no tractades. L'eficacia de reduccié dels recomptes de
microorganismes aerobis mesofils depenia significativament de la temperatura i del temps
de tractament (P<0,05).

®5 min 815 min
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Figura 4.11: Recomptes de microorganismes aerobis mesofils de la
FC no tractada (control) i de la FC sotmesa a 400 MPa en funcio de la
temperatura (5, 20 i 40°C) i el temps (5 i 15 minuts) de tractament.
Les barres d’error mostren els intervals de confianga de les mitjanes
(P=95%). Les lletres diferents indiquen diferéncies significatives
(P<0,05) per a l'efecte de la temperatura (majlascules) i el temps
(minudscules) entre les mostres pressuritzades.

L’aplicacié del test de separaci6 de mitjanes de Tukey-Kramer per a cadascun dels
efectes principals va mostrar, per una banda, que als tractaments aplicats durant 15
minuts s’obtenien recomptes significativament inferiors que en aquells en els que la
duraci6 del tractament era de 5 minuts i, per l'altra, que els tractaments realitzats a 40°C
presentaven recomptes significativament inferiors respecte als de 5°C, mentre que els
realitzats a 20°C no diferien significativament de cap dels dos anteriors. Globalment, es
va observar que en els tractaments aplicats durant 15 minuts a 20 i 40°C, la reducci6 en
el recompte de microorganismes va ser dentre 2 i 3 unitats logaritmiques. Aquesta
diferéncia pot ser causada per I'efecte sinergic que produeixen les altes pressions i la
temperatura sobre la reducci6 de la microbiota contaminat de la FC.
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Parés et al. (2000) van observar que la capacitat de reduccié dels microorganismes
mitjangant la pressuritzacié del plasma depenia directament de la temperatura i que els
tractaments a 40°C produien una major inhibici6 dels microorganismes que els
tractaments realitzats a temperatura ambient (25°C) i en condicions de refrigeraci6 (5°C).
Hayashi (1992) també va exposar que els efectes de la pressi6 sobre els
microorganismes era superior a 45°C que a 25°C.

Alguns autors han descrit que la pressuritzacié a baixes i a altes temperatures és un
procés més eficient per inactivar els microorganismes que quan es realitza a temperatura
ambient (Cheftel et al., 2000 i Gervilla et al., 2000; a: Kolakoswski et al., 2001), pero en
aquest estudi hem observat que a 5°C hi ha una menor capacitat d’higienitzacié que a
temperatures superiors als 20°C.

McDonald (1992) va fer una revisio dels efectes dels tractaments HHP sobre membranes
cel-lulars naturals i artificials, on exposava que la pressio incrementa I'ordenacio de la
doble capa lipidica i converteix I'estat fluid en un estat tipus gel ordenat, produint canvis
de fase en l'estructura de la bicapa. També va indicar que les membranes menys fluides
s6n més susceptibles als efectes de I'alta pressio i que un increment de la flexibilitat de la
membrana fa augmentar la resisténcia dels microorganismes a la pressi6. Alguns
microorganismes presenten mecanismes de resposta als canvis de pH, activitat de 'aigua
(aw) 0 de temperatura del medi extern que afecten I'estructura i la funcié de la membrana
cel-lular. La principal resposta de la composici6 de la membrana a un canvi de
temperatura per tal de mantenir les seves funcions és una alteracié en els acids grassos
dels lipids. Quan la temperatura de creixement dels microorganismes disminueix de 30°C
a 7°C, el principal canvi és un increment dels acids grassos 15:0 a expenses dels 17:0.
Aquest escurcament de la cadena dels lipids produeix una disminucié de la seva
temperatura de fusié i ajuda a mantenir la fluidesa de la membrana a baixes
temperatures. També hi ha un petit increment en la quantitat dels 18:1, i aquest augment
del nivell d’insaturacio contribueix a fluiditzar la membrana a una temperatura baixa i, per
tant, que sigui menys sensible als efectes letals produits per les altes pressions (Russell
et al., 1995). Per tant, la menor capacitat d’'inhibicié de la microbiota contaminant de la FC
per part del tractament per altes pressions a 5°C pot ser causada perque la refrigeracio té
un efecte protector de la membrana cel-lular.

Per altra banda, es va observar que la capacitat de creixement dels microorganismes
supervivents als diferents tractaments HHP era inferior a la de la poblacié bacteriana
present en les mostres no tractades. A la Figura 4.12 es mostren les corbes de
creixement dels microorganismes de & FC hemolitzada no tractada i I'efecte sobre
aquestes dels diferents tractaments HHP aplicats. De cadascuna de les corbes es van
determinar els parametres de creixement de la poblacié bacteriana supervivent, els valors
dels quals es mostren a la Taula 4.2.
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Figura 4.12: Corbes de creixement a 31°C dels microorganismes de la FC hemolitzada no
tractada (control) i de la FC sotmesa a 400 MPa, a 5, 20 i 40°C durant 5 i 15 minuts. Les dades
corresponen a les mitjanes de les corbes obtingudes per quadruplicat sobre 5 repeticions.

Taula 4.2: Velocitat de creixement i temps de generacié de la microbiota contaminant de la FC
hemolitzada no tractada (control) i de la poblacié bacteriana supervivent en la FC sotmesa a 400
MPa en funcié de la temperatura (5, 20 i 40°C) i el temps (5 i 15 minuts) de tractament @ Les
lletres diferents indiquen diferéncies significatives (P<0,05) per a l'efecte de la temperatura
(majuscules) i el temps (mindscules) entre les mostres pressuritzades.

Tractament Velocitat de creixement (h'l) Temps de generaci6 (h)
Control 0,125 + 0,02 5,74 + 0,84

5 min 0,048 + 0,02 *® 16,28 + 4,16 "
HP 5°C

15 min 0,029 + 0,00 *° 24,15 + 2,96 *°

5 min 0,052 + 0,02 *® 15,39 + 4,09 @
HP 20°C

15 min 0,031 + 0,01 *° 29,48 + 12,4 *°

5 min 0,038 + 0,01 *® 20,72 + 6,86 "2
HP 40°C

15 min 0,026 + 0,00 *° 26,95 + 0,30 *°

) Mitjanes de les determinacions realitzades per quadruplicat sobre cada mostra (mitjana % IC,
n=5) (P=95%).
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Tant la velocitat de creixement com el temps de generacié de la microbiota contaminant
de les mostres control i les pressuritzades eren significativament diferents (P<0,05). Els
microorganismes de les mostres sotmeses a alta pressi0 presentaven temps de
generacié compresos entre 15 i 30 hores, mentre que els de la FC no tractada eren
d'unes 5,7 hores. Aquests resultats posen de manifest que l'alta pressié produeix un
increment de la vida atil i una millora de la qualitat higiénica de la FC de la sang de porc.
Es va observar que la duracié del tractament tenia efectes significatius (P<0,05) tant
sobre la velocitat de creixement com del temps de generacié dels microorganismes
supervivents. A les mostres tractades durant 15 minuts la velocitat de creixement dels
microorganismes supervivents fou significativament inferior al de les mostres
pressuritzades durant 5 min, mentre que el temps de generacié era significativament
superior. Tanmateix, a diferéncia dels resultats observats en els recomptes totals de
microorganismes aerobis mesofils, no es va detectar una influéncia significativa de la
temperatura sobre la capacitat de creixement dels microorganismes contaminants.

A partir dels resultats obtinguts en referéncia a la capacitat de creixement de la microbiota
contaminant, els tractaments més efectius amb I'objectiu de millorar la qualitat
microbiologica de la FC foren els de 15 minuts de duraci6. Pel que fa als resultats
obtinguts dels recomptes de microorganismes aerobis mesofils, aquests van mostrar que
els tractaments amb una capacitat higienitzant més efectiva, mitjancant els quals
s’aconseguia una reduccio d’entre 2 i 3 unitats logaritmiques, eren els realitzats a 20°C i a
40°C durant 15 minuts.

4.4.2 Efectes del tractament HHP sobre els parametres CIE L*a*b* del color
de la fraccié cel-lular

A la Taula 4.3 es mostren els valors dels parametres CIE L*a*b* del color de la FC no
tractada i de la FC pressuritzada. Tots els tractaments HHP assajats produien un
increment significatiu dels parametres del color de la FC respecte de les mostres control
(P<0,05) per a qualsevol de les combinacions de temps i temperatura de tractament
aplicades. En tots els casos, el color de la FC després de la pressuritzacié va esdevenir
més clar i amb unes tonalitats més vermella i groga. Es va observar que la temperatura
de tractament afectava significativament <0,05) la lluminositat (L*) de la FC, essent
aquesta significativament superior a les mostres tractades a 40°C que a les que havien
estat tractades a temperatures inferiors (5 i 20°C). Per altra banda, nomeés el temps de
tractament tenia un efecte significatiu sobre l'increment de les coordenades a* i b*. La
tonalitat vermella (a*) era superior en les mostres pressuritzades durant 15 minuts a totes
les temperatures de tractament. Les mostres control presentaven una tonalitat blava (-b*),
mentre que la FC sotmesa als diferents tractaments HHP presentava valors de la
coordenada b* positius (tonalitat groga).



Capitol 4 131

Taula 4.3: Parametres CIE L*a*b* del color de la FC hemolitzada no tractada (control) i de les
mostres de FC sotmeses a 400 MPa en funcié de la temperatura (5, 20 i 40°C) i el temps (51 15
minuts) de tractament @ Les lletres diferents indiquen diferéncies significatives (P<0,05) per a
I'efecte de la temperatura (majuscules) i el temps (mindscules) entre les mostres pressuritzades.

Tractament L" (Lluminositat) a’ (vermell-verd) b" (blau-groc)
Control 12,21 + 0,48 9,75 + 0,64 -0,80 + 0,29
5 min 13,91+ 1,28 11,29 + 1,95 @ 0,11 + 0,23 "2
HP 5°C
15 min 13,50 + 0,14 " 14,58 + 0,73 *° 0,78+ 0,29 *°
5 min 13,76 + 0,21 @ 12,49 + 0,74 ™ 0,32 + 0,37 "2
HP 20°C
15 min 13,56 + 0,35 " 13,82 + 0,70 *° 0,56 + 0,35 *°
5 min 14,12 + 0,38 ®2 13,30 + 0,86 *® 0,63 + 0,40 "
HP 40°C
15 min 14,47 + 0,88 22 13,76 + 1,33 1,05 + 0,22 *°

) Mitjanes de les determinacions realitzades per triplicat sobre cada mostra (mitjana % IC, n=5)
(P=95%).

A qualsevol temperatura assajada, el temps de tractament tenia un efecte significatiu
sobre el valor de b*. Els tractaments de 15 minuts produien un major increment de la
tonalitat groga de la FC respecte del control que els tractaments de 5 minuts. Tanmateix,
I'aplicacié del test de separacidé de mitjanes, considerant per separat cadascuna de les
combinacions de temps i temperatura de tractament, va mostrar que només les mostres
tractades a 40°C durant 15 minuts eren significativament menys grogues que les
pressuritzades a 5°C durant 5 minuts.

El color dels aliments es pot veure afectat per la pressio i, malgrat que alguns pigments
com els carotenoids, la clorofil-la i els antocians sembla que resisteixen la pressuritzacio,
els pigments carnis com la mioglobina i I'Hb, per la seva naturalesa proteica, sbn mes
sensibles. Esta descrit que la carn fresca o la carn picada pateixen una perdua del color
vermell brillant quan sén tractades a pressions superiors a 300 MPa i que la pressio es
pot utilitzar per descolorir 'hemoglobina (Cheftel, 1992). A diferéncia d’aix0, als nostres
experiments hem observat que la FC sotmesa a 400 MPa no es descolora, siné6 que
visulament és més clara i d’'un color vermell més intens que la no tractada, la qual cosa
també s’ha posat de manifest de forma objectiva amb I'analisi dels parametres CIE L*a*b*
del color.

Carlez et al. (1995) van estudiar els canvis produits pel processament HHP (a 10°C
durant 10 min) sobre el color i el contingut en mioglobina de mostres de carn de vedella
picada envasades al buit, amb aire o oxigen. Van observar un increment de la lluminositat
(color rosa) en la carn tractada entre 200 i 350 MPa que van atribuir a la desnaturalitzaci
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de la globina i/o al desplacament o alliberament del grup hemo. Malgrat aix0, a diferéncia
dels nostres resultats, aquests autors van descriure una disminucio de L* (color gris
marro) i una reducci6é de a* (perdua del color vermell), especialment entre 400 i 500 MPa,
causada per l'oxidacié parcial de la Mb (Fe*) cap a metaMb (Fe*"), mentre que la
coordenada b* romania constant. En canvi, Goutefongea et al. (1995, a: Cheftel i Culioli,
1997) també van trobar que la pressuritzacio de carn picada de porc incrementava el
parametre a* del color i ho van atribuir a fenomens de coagulacié de les proteines
sarcoplasmatiques i/o miofibril-lars induits per la pressio.

Carlez et al. (1995) també van avaluar els efectes del tractament HHP en combinacio
amb l'addicié d’acid ascorbic, cisteina, nicontinamida, acid nicotinic, nitrit sodic, clorur
sodic i un segrestador d'oxigen en carn envasada al buit per prevenir I'oxidacié i poder
reduir I'alteracio del color de la carn. Només el nitrit sodic, el clorur sodic i el segrestant
d’oxigen van proporcionar certa proteccio enfront I'oxidacié. Aquests autors exposen que
s’hauria de considerar la interaccid entre les mostres de carn pressuritzades i els
compostos quimics del material d’envasament, donat que alguns tipus de materials
d’envasament sén capacos de segrestar o absorbir I'oxigen i, per tant, poden prevenir el
canvi del color caracteristic de la carn.

Bruun-Jensen i Skibsted (1996) van estudiar els efectes de l'alta pressié sobre I'oxidacié
de la nitrosilMb (pigment dels productes carnis curats). Aquests van pressuritzar sistemes
model carnis curats fins a 300 MPa i van observar una disminucié de la taxa d'oxidacié de
la nitrosilMb per I'oxigen en augmentar la pressié. A 300 MPa, a 15°C i en una solucio
saturada d'aire, a pH 6,8, la taxa d'oxidacié de la nitrosilMb era menor que en condicions
de pressio i temperatura ambientals. Els autors expliquen que I'efecte protector de l'alta
pressid6 no era consequencia de fenomens de desnaturalitzacio proteica, ja que la
presencia d'urea com agent desnaturalitzant, a pressié atmosférica, tenia I'efecte oposat
a un augment de pressio, incrementava la taxa d'oxidacié. En aquest sentit, els
tractaments HHP podrien protegir aquest pigment de I'oxidacié als productes curats.

Cheah i Ledward (1996) van investigar els efectes de I'alta pressié sobre I'oxidacié dels
lipids en carn picada de porc, sotmetent algunes mostres a 800 MPa i a 20°C durant 20
min i d’'altres a coccio a 80°C durant 15 min. Les mostres eren emmagatzemades durant
8 dies a 4°C. Van observar que les mostres pressuritzades mostraven una oxidacio meés
rapida que les no tractades i una conversié de la forma reduida Mb/oxiMb a la forma
ferrica desnaturalitzada a pressions superiors a 400 MPa. Malgrat que els mecanismes
de la desnaturalitzacio térmica i per pressio de les proteines de la carn sén similars,
I'estabilitat de les proteines a la pressio i a la calor és diferent. La desnaturalitzacié
proteica no incrementa gradualment amb la intensitat de pressi6 com en el cas de la
desnaturalitzacio termica. En un treball posterior, Cheah i Ledward (1997) van estudiar la
inhibicié de la formacié de metaMb en la carn fresca de vedella mitjancant I'aplicacio de
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pressio (80-100 MPa durant 20 min) i observaren que I'aplicacié de pressions moderades
millorava 'estabilitat del color de la carn.

Com ja s’ha descrit als capitols 2 i 3, la desnaturalitzacié térmica de I'Hb afavoreix
'oxidacié del ferro hemic de I'Hb i aquesta passa a metaHb, de color marré fosc. El
mateix procés oxidatiu és el responsable de lenfosquiment observat quan la FC es
deshidrata per atomitzacio. El fet que el tractament HHP produeixi un increment dels
parametres L* i a* del color suggereix que els efectes de la pressié sobre I'Hb son
diferents als dels tractaments termics i que l'alta pressio produeix algun canvi en la
conformacié de la molécula, que es tradueix en un canvi en el color, el mecanisme del
qual hauria de ser diferent al de I'oxidacié del grup hemo.

4.4.3 Efectes del tractament HHP sobre la solubilitat proteica de la fraccio
cel-lular

A la Figura 4.13 es mostra la solubilitat proteica a pH 7 i a pH 4,5 de les mostres de FC
control i de la FC sotmesa als tractaments HHP, en funci6 de la temperatura i el temps de
pressuritzacio. El tractament HHP produia una disminucio de la solubilitat a pH 7 de la
proteina de la FC, la qual era dependent de la temperatura i del temps de processat
(P<0,05). Les mostres pressuritzades a 5°C eren significativament menys solubles a pH 7
gue les tractades a 20°C, mentre que les tractades a 40°C no diferien significativament de
les dues anteriors. Els tractaments realitzats durant 15 minuts tenien un major efecte
sobre la solubilitat a pH neutre que els de 5 minuts, fonamentalment quan es duien a
terme a 5°C i a 40°C, mentre que a temperatura ambient es produia un menor efecte
sobre la solubilitat a pH 7 de I'Hb.

La desnaturalitzacio proteica produida per lalta pressio pot ser diferent a la
desnaturalitzacié causada per les altes temperatures, perqué els ponts d’hidrogen i les
interaccions hidrofobiques i electrostatiques, les quals estabilitzen les subunitats de I'Hb,
es comporten d’una manera diferent qguan sén sotmeses a pressio que quan es sotmeten
a tractaments térmics (Morild, 1981; a: Defaye et al., 1995). La desnaturalitzacio proteica
per la pressio és causada com una resposta a una disminucié de volum que es produeix
a la solucié proteica, mentre que la desnaturalitzacié causada per la calor és resultat del
moviment violent de les molécules que condueix a la destruccié dels enllagos covalents
(Okamoto et al., 1990).

La desnaturalitzacié proteica per la pressid és un fenomen complex que depén de
I'estructura de la proteina, interval de pressio, temperatura, pH i composicio del solvent.
Les proteines oligomeriques son dissociades per pressions relativament baixes
(200 MPa), mentre que la desnaturalitzacié d’'una cadena proteica senzilla es produeix a
pressions superiors a 300 MPa (Masson, 1992, a: Barbosa-Cénovas et al., 1998). Les
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altes pressions poden causar des de la dissociaci6 de subunitats proteiques,
probablement a causa del debilitament d’interaccions hidrofobiques, fins al desplegament
o la desnaturalitzacié parcial d'estructures monomeriques, causades pel debilitament
d’interaccions hidrofobiques i per la ruptura de ponts salins intramoleculars, donat que
I'estructura proteica nativa no és compacta, ni rigida, ni estatica (Cheftel, 1992) i tots
aquests fenomens indueixen canvis conformacionals i estructurals en les proteines.
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Figura 4.13: Solubilitat proteica a pH 7 @A) i a pH 4,5(B) de la FC
hemolitzada no tractada (control) i de les mostres de FC sotmeses a
400 MPa a tres temperatures (5, 20 i 40°C) durant 5 i 15 minuts. Les
barres d’error mostren els intervals de confianca de les mitjanes
(P=95%). Les lletres diferents indiquen diferéncies significatives
(P<0,05) per a l'efecte de la temperatura (majiscules) i el temps
(minuscules) entre les mostres pressuritzades.

Esta descrit que lalta pressi6 pot induir desnaturalitzacié proteica a diferents
temperatures de tractament i que es poden produir diferents mecanismes de
desnaturalitzacié mitjancant combinacions especifiques de pressi6 i temperatura (Suzuki,
1960; Van Camp, 1996). Els contorns elliptics dels diagrames de fase
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pressio/temperatura per a la desnaturalitzacio de les proteines (Figura 4.14) indiquen les
condicions de temperatura-pressio sota les quals les proteines mantenen o perden la
seva estructura nativa. La desnaturalitzacié proteica pot ésser induida per I'alta pressio a
baixes o altes temperatures (Gross i Jaenicke, 1994), de manera que als tractaments
realitzats a temperatures moderades es requereixen pressions meés elevades per induir la
desnaturalitzacié (zona 1l) que als que es duen a terme a temperatures inferiors o
superiors (zones | i Ill). El grau de desnaturalitzacio proteica produit per 'alta pressié pot
incrementar quan es combina amb una temperatura baixa o alta (a causa de l'efecte
sinérgic de la temperatura i la pressio) o pot disminuir per I'efecte competitiu resultant de
la interaccio entre la pressio i I'alta o baixa temperatura (Hayashi, 1992).

7

pressio

estructura nativa

4

temperatura

Figura 4.14: Representacid esquematica
del diagrama de fase pressid/temperatura
per a la desnaturalitzaci6 de les proteines.

Per altra banda, els tractaments HHP practicament no afectaven la solubilitat a pH 4,5 de
la FC respecte de les mostres control. Aquests resultats suggereixen que el tractament
HHP té un cert efecte desnaturalitzant sobre I'Hb que es tradueix en una clara disminucio
de la solubilitat proteica a pH 7, condicions de pH properes al punt isoeléctric (PIE) de
I'Hb, que segons Stryer (1995) és 6,9 en 'oxihemoglobina i 6,7 en la desoxihemoglobina.

Defaye et al. (1995) van descriure que la pressuritzacio de solucions de metamioglobina a
750 MPa, a temperatura ambient durant 20 minuts prop del PIE (pH 6,9) produia una
reduccio de la solubilitat i la formacié de precipitats, i van suggerir que tant els ponts
d’hidrogen com les interaccions electrostatiques contribuien a la formacio del precipitat. A
pH acid, la preséncia de carregues eléctriques a I'Hb parcialment desplegada, podria
evitar I'agregacié de les molecules i permetre el manteniment de la seva solubilitat. En
canvi, 'abséncia de forces electriques repulsives prop del PIE afavoreix la precipitacio i la
pérdua de solubilitat.



136 Altes pressions hidrostatiques

Van Camp et al. (1996) van observar la precipitaci6 de I'Hb quan aplicaven altes
pressions (300-400 MPa) a 50°C i van suggerir que la combinacié de les altes pressions i
les altes temperatures induia efectes sinergics complexos en I'Hb, produint com a resultat
un excessiu desplegament de I'estructura globular de la molecula. Aixo feia que un gran
nombre de residus aminoacids apolars, I'Hb és rica en residus apolars, guedessin
exposats a un ambient aqués, de manera que la molécula es tornava menys soluble i es
formava un precipitat enlloc d’'un coagul o un gel. Aquests autors també van exposar que
lincrement de la temperatura de processament afavoria la formacié d'interaccions
hidrofobiques proteina-proteina al precipitat proteic enlloc de proteina-aigua.

Timson i Short (1965, a: Tewari et al., 2001) suggerien que un possible mecanisme per a
la desnaturalitzacio proteica causada per la pressuritzacié és la ionitzaci6 i subsequent
precipitacié dels complexes proteics. L’aplicacio de l'alta pressio incrementa la solvatacié
d’ions i la ionitzacio d’electrolits debils; les molécules debilment carregades, que son
comprimides conjuntament cap als grups ionics carregats, fan incrementar la carrega
total. Aquest fenomen proporciona suficient energia perqué els grups oposadament
carregats es combinin entren ells, cosa que pot no océrrer sota condicions normals.
D’aquesta manera, es formen ponts ionics que fan disminuir la solubilitat de la molécula
proteica a causa d’'una disminucid en el nombre de grups hidrofilics lliures i, com a
consequencia, les proteines de la solucié precipiten.

4.4.4 Efectes del tractament HHP sobre la reologia de la fracci6 cel-lular

La reologia descriu les propietats fisiques dels aliments i fa referencia a I'estudi del flux i
la deformacié dels materials. Les propietats reologiques poden servir per controlar o
monotoritzar un procés, de manera que, per exemple, la viscositat aparent d’'un producte
alimentari disminueix durant la hidrolisi enzimatica, mentre que augmenta durant la
desnaturalitzacié proteica (Sharma et al., 2000). La viscositat és una mesura de la
resisténcia d’un fluid a fluir, és a dir, de la friccid interna que actua a l'interior d'un fluid. La
viscositat €s una propietat hidrodinamica que descriu la magnitud de la resisténcia a un
esforg tallant en el si d’'un liquid. Es també una mesura de la velocitat de flux (Lewis,
1990).

La viscositat de la sang té unes caracteristiques complexes perqué consisteix en una fase
liguida en la qual esta suspesa una fraccié cel-lular concentrada. Segons Rampling
(1990) una suspensié de fraccio cel-lular és un fluid newtonia. Als fluids newtonians (com
la llet, suc de taronja, vi, oli), la relacio entre la for¢a de tall o cisalla (shear stress) i el
gradient de deformacio o cisalla (shear rate) és lineal, i la constant de proporcionalitat és
la viscositat aparent, mentre que als fluids no-newtonians (mel, nata, xarops de sucre,
salses de tomaquet) aquesta relacio no és lineal (Sharma et al., 2000).
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La viscositat de la FC no tractada i de la FC sotmesa als diferents tractaments HHP en
funcio de les condicions de temperatura i temps d’'aplicacié assajades es mostra a la
Figura 4.15. Es va observar que I'aplicacié del tractament HHP incrementava la viscositat
de la FC liquida.

La temperatura i, principalment, el temps de pressuritzacio tenien un efecte significatiu
sobre l'augment de la viscositat i, a més, ambdos factors interaccionaven de manera
significativa. Es important tenir en consideracié que el factor temps explica el 67 % de la
variabilitat de les dades i, en canvi, la temperatura només en justifica un 10 %. Els
tractaments realitzats durant 15 minuts incrementaven la viscositat de la FC i aquest
efecte era significativament superior a baixes (5°C) i altes (40°C) temperatures que a
temperatura ambient (20°C).
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Figura 4.15: Viscositat a 25°C de la FC hemolitzada no tractada
(control) i de la FC sotmesa a 400 MPa a tres temperatures (5, 20 i
40°C) durant 5 i 15 minuts. Les barres d’error indiquen els intervals
de confianca de les mitjanes (P=95%). Els tractaments amb lletres
diferents sén diferents significativament (P<0,05).

Els canvis en la reologia de la FC com a consequéncia de I'aplicacié de I'alta pressio
estan estretament relacionats amb els efectes observats en la solubilitat proteica a pH 7,
donat que els tractaments que produeixen el major increment de la viscositat sén aquells
gue produeixen una major desnaturalitzacié de I'Hb, la qual es tradueix en una reduccio
de la seva solubilitat a pH 7. Aquest increment de la viscositat es podria explicar a partir
del fet que l'alta pressié produeix un augment de la hidrofobicitat superficial i indueix
processos d’agregacié entre molecules d’hemoglobina parcialment desplegades, els
guals provoquen un augment de la friccié interna (Van Camp, 1996); a més, també cal
tenir en compte que aquests processos d’agregacio proteica es poden veure afavorits per
I'elevada concentracié de proteina que presenta la FC (35 %).
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A partir dels resultats obtinguts sobre els efectes del tractament HHP a 400 MPa, a 5, 20 i
40°C, durant 5 i 15 min, sobre la qualitat microbiologica, el color, la solubilitat proteica i la
viscositat de la FC de la sang de porc, es va escollir el tractament a 400 MPa a 20°C
durant 15 minuts com a procés d’higienitzacio de la FC previ a la conservacié mitjancant
la deshidratacio per atomitzacio. Aquestes condicions del tractament per HHP permeten
una reducci6 significativa de la microbiota contaminant de la FC i alhora no produeixen
gaires modificacions de la viscositat i la solubilitat proteica, ni tenen efectes negatius
sobre el color del producte.

445 Propietats funcionals de la fraccié cel-lular higienitzada per altes
pressions hidrostatiques i deshidratada per atomitzacio

Al Capitol 1 ja s’ha exposat que les propietats funcionals més importants de I'Hb de la FC
son la solubilitat, I'activitat emulsionant, la capacitat de desenvolupar escumes estables i
la capacitat d’'inflament amb aigua i de formar pastes per escalfament, les quals
presenten una elevada capacitat de retencié d’aigua (Nakamura et al., 1984; Tybor et al.,
1975; Wismer-Pedersen, 1988). L'alta pressio afecta significativament a les estructures
secundaria, terciaria i quaternaria de les proteines i, com que la funcionalitat proteica
depén en gran mesura de l'estructura terciaria, amb els tractaments HHP es poden
obtenir propietats funcionals noves (Tewari et al., 2001).

En aquest apartat s’exposen els resultats obtinguts en la determinacié de la funcionalitat
de la FC higienitzada pel tractament HHP a 400 MPa i a 20°C durant 15 min i
deshidratada per atomitzaci6 a 140°C, aixi com els efectes dels dos processos
tecnologics sobre la qualitat microbiologica de la FC i els de l'alta pressié sobre el color
de la FC en pols.

Els resultats de les determinacions dels recomptes microbiologics de la FC control i la FC
higienitzada per HHP abans i després de la deshidratacié per atomitzacié, es presenten a
la Figura 4.16. L'ANOVA va mostrar que existien diferencies significatives (P<0,05) sobre
la microbiota contaminant de la FC per I'efecte del tractament (HHP i deshidratacio). El
test de separacié de mitjanes va diferenciar 3 grups: (1) la FC no tractada liquida, (2) la
FC no tractada en pols, i (3) les mostres de FC pressuritzada liquida i en pols. L’aplicacié
de l'alta pressio produeix una disminucié dels recomptes totals de la FC de l'ordre de 3,2
unitats logaritmiques, tal com s’ha discutit en la primera part d’aquest capitol (apartat
4.4.1). Per altra banda, la deshidratacié per atomitzacié produeix una disminucié de
'ordre d’'una unitat logaritmica dels microorganismes presents a la FC no tractada, el
mateix ordre de magnitud que es va trobar al capitol 2.
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Figura 4.16: Recomptes de microorganismes aerobis
mesofils de la FC o tractada (control) i de la FC tractada
per HHP, abans i després de la deshidrataci6 per
atomitzacié. Les barres d'error mostren els intervals de
confianca de les mitjanes (P=95%). Les lletres diferents
indiguen  diferéncies  significatives  (P<0,05) entre
tractaments.

Pel que fa a la FC pressuritzada, I'aplicacié del procés de deshidratacié produeix una
lleugera disminucio de la microbiota contaminat (0,5 unitats logaritmiques). Tanmateix,
els recomptes totals de la FC tractada per HHP abans i després de b deshidratacié no
sén significativament diferents. Aquests resultats s’expliquen perqué la poblacio
microbiana supervivent al tractament HHP és diferent a la poblacio original present a la
FC no tractada. L’alta pressio ha produit un canvi en la composicio relativa dels diversos
grups de microorganismes que formaven part de la microbiota original de la FC, la qual
cosa determina que els diversos grups de microorganismes presents en ambdds tipus de
productes siguin diferents. Segurament, la microbiota que ha sobreviscut el tractament
HHP també és menys susceptible al dany termic produit per la deshidratacio per
atomitzacio i, per tant, més resistent a I'efecte reductor de la contaminacié general per
part de la deshidrataci6. En qualsevol cas, la FC higienitzada per altes pressions i
deshidratada per atomitzacio presenta un recompte final de l'ordre de 2,8 unitats
logaritmiques, el qual és 2,5 ordres de magnitud inferior al de la FC control en pols.

A la Taula 4.4 es mostren els parametres CIE L*a*b* del color de la FC no tractada i la FC
higienitzada per HHP deshidratades per atomitzaci6. La FC pressuritzada en pols
presentava uns valors dels parametres L*, a* i b* del color una mica més elevats que la
FC control en pols, és a dir, la primera era lleugerament més clara, més vermella i més
groga que la no tractada. Tanmateix, cap dels 3 parametres del color de les dues mostres
deshidratades eren significativament diferents per I'efecte del tractament HHP.
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Taula 4.4: Valors dels parametres CIE L'a b del color de la FC no tractada (control) i
la FC tractada per HHP deshidratades per atomitzacié W Les lletres diferents
indiquen diferencies significatives (P<0,05) entre tractaments.

Parametres del color FC pressuritzada en pols FC control en pols
L (Lluminositat) 38,98 +1,51° 38,60 +1,43°
a’ (To vermell-verd) +21,02 +1,48 2 +20,36 +1,32 2
b" (To groc-blau) +14,39 + 0,75 ? +14,22 +0,60 2

) Mitjanes de les determinacions fetes individualment com a minim per triplicat sobre
cada mostra (mitjana % IC, n=5) (P=95 %).

Aquests resultats mostren que I'efecte oxidatiu de la deshidratacié per atomitzacié sobre
el Fe del grup hemo és dominant i, encara que I'alta pressié produeix un augment dels
parametres L* i a* del color de la FC liquida, les mostres tractades per HHP sén igual de
susceptibles a I'enfosquiment oxidatiu produit per la deshidrataci6 que les mostres
control.

4.45.1 Solubilitat proteica

En la Figura 4.17 es mostra I'efecte del tractament per alta pressio hidrostatica i del pH
(4,51 7) sobre la solubilitat proteica de la FC en pols. La pressuritzacio i el pH tenien
efectes significatius (P<0,05) sobre la solubilitat proteica de la FC en pols. La solubilitat
de la FC tractada per HHP era significativament inferior a la de la FC control i, per altra
banda, a pH neutre era inferior a la solubilitat a pH acid en els 2 tipus de mostres pero
fonamentalment en la FC pressuritzada. Tot i aixi, no existia una interaccio significativa
entre el tractament i el pH.

La FC control en pols presentava una solubilitat a pH 4,5 del 98 %, i del 94 % a pH 7,
mentre que la sotmesa a HHP i deshidratada tenia un 94 % i un 80 % de solubilitat, a pH
acid i neutre, respectivament. Aguests resultats concorden amb el comportament
observat en la solubilitat de I'Hb de la FC pel que fa als efectes de l'alta pressio (apartat
4.3.3) i de la deshidratacid (capitol 2), és a dir, ambdds processos produeixen una
desnaturalitzacié de I'Hb i aixo es tradueix en una reduccié de la seva solubilitat proteica
als 2 pHs assajats. Tanmateix, I'aplicacié del tractament HHP produeix una disminucié de
la solubilitat a pH 7 (PIE de I'Hb) de la FC en pols més intensa (un 15 % de reduccio) que
en condicions de pH 4,5 (un 4 % de reduccid). Aquest comportament també es va
observar en la FC liquida: el tractament HHP (400 MPa, 20°C, 15 min) produia una
pérdua de la solubilitat de I'Hb a pH 7 del 13 %, mentre que a pH 4,5 la reducci6 era del
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1,3 %. Per tant, l'alta pressi6 augmenta la susceptibilitat de la proteina a la
desnaturalitzacio termica induida per la deshidratacio per atomitzacio.
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Figura 4.17: Solubilitat proteica (%) a pH 4,51 pH 7 de la FC
tractada per HHP i la FC no tractada (control) deshidratades
per atomitzacié. Les barres d’error mostren els intervals de
confianca de les mitjanes (P=95%). Les lletres diferents
indiquen diferencies significatives (P<0,05) per a I'efecte del
tractament (majuscules) i el pH (mindscules).

Donat que I'exposicié a les altes pressions produeix el desplegament de la nolecula
proteica i aquest desplegament es tradueix en alteracions de les propietats funcionals de
la proteina, les capacitats escumant, emulsionant, gelificant i de retencidé d’aigua de les
proteines estan influenciades per l'alta pressi6. Les proteines tractades per HHP
permeten el desenvolupament d'un gran ventall d’ingredients alimentaris funcionals
preparats a partir de proteines alimentaries mitjancant un desplegament controlat
(Johnston et al., 1992, a: Barbosa-Canovas et al., 1998). D’aquesta manera, els efectes
desnaturalitzants de I'alta pressio sobre I'Hb poden tenir efectes favorables o negatius en
les diferents propietats funcionals de la FC.

4.45.2 Capacitat escumant i estabilitat de I'escuma

Les propietats escumants i emulsionants de les proteines sén les propietats de superficie
relacionades amb la capacitat que presenten les proteines de disminuir la tensié
interfasial entre els components hidrofobics i hidrofilics d'un aliment. Les escumes
alimentaries consisteixen en bombolles d’'aire dispersades i envoltades per una fase
liguida continua que conté I'agent soluble amb activitat de superficie. El comportament de
les proteines a les interfases influencia la formacié d’emulsions i escumes, de manera
gue les proteines que presenten una bona actvitat de superficie disminueixen la tensio
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interfasial, facilitant la deformacié de la fase liquida, i formen una pel-licula continua,
flexible, elastica i cohesiva al voltant de les cel-les de gas. Per aconseguir una distribucio
uniforme de les cel-les d'aire a través de la matriu proteica, cal que es produeixi cert grau
de desnaturalitzacio per tal que els grups polars es reorientin cap a l'aigua i els no polars
cap a laire. Les proteines formen un film continu mitjangant interaccions proteina-
proteina estabilitzades per interaccions electrostatiques i hidrofobiques i ponts d’hidrogen
(Zayas, 1997).

La capacitat d’'una proteina per formar escumes estables amb aire es pot mesurar amb
parametres com la capacitat escumant, expansio d'escuma, o overrum, els quals
mesuren l'increment de volum maxim d’una dispersié proteica com a consequiéncia de la
incorporacio d’aire mitjangcant batut, agitacié o aireacié. La capacitat escumant mesura
'increment de volum després d’haver introduit aire en una solucié o dispersio proteica,
mentre que l'estabilitat de 'escuma és la capacitat que presenta una escuma formada de
mantenir el maxim volum en el temps i es determina com la pérdua de liquid per part de
'escuma per la desestabilitzacio, o bé com la disminucié del volum descuma al cap d’'un
determinat periode de temps de repos.

La capacitat escumant a pH 4,5 i pH 7 de la FC control en pols i de la FC tractada per
HHP i deshidratada per atomitzacié es mostra a la Figura 4.18, mentre que a la Figura
4.19 es representen els resultats de la determinacié de l'estabilitat de les escumes
formades amb els 2 tipus de mostres de FC en pols durant un periode de repos de 2
hores en funcié del pH.
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Figura 4.18: Capacitat escumant (volum d’escuma en mL)
apH 45 i pH 7 de la FC tractada per HHP i la FC no
tractada (control) deshidratades per atomitzaci6. Les
barres d’error mostren els intervals de confianca de les
mitianes  (P=95%). Les lletres diferents indiquen
diferencies significatives (P<0,05) per a l'efecte del
tractament (majlscules) i el pH (minudscules).
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Pel que fa al volum d’escuma obtingut amb les solucions de FC en pols al 0,5 % (p/v)
(Figura 4.18), es va observar que existien diferencies significatives tant per a I'efecte del
tractament HHP com del pH (P<0,05). L'efecte desnaturalitzant de I'alta pressié sobre
I'Hb produia una disminucié de la capacitat escumant de la FC en pols a pH acid i a pH
neutre. El volum d’escuma obtingut amb la FC pressuritzada en pols era un 7 i un 6 %
inferior a I'obtingut amb la FC control, a pH 4,5 i a pH 7, respectivament. Quant al pH, la
capacitat escumant de la FC en pols era superior a pH neutre. També es va observar un
efecte significatiu (P<0,05) de la mostra, que es pot atribuir a la metodologia utilitzada per
determinar aquesta propietat.

El pH afecta a les propietats escumants de les proteines i s’ha observat que la capacitat
de formacié d’escuma de les proteines sol ser maxima a valors de pH propers als del PIE,
sempre i quan la proteina escumant mantingui la seva solubilitat en el medi aqués, donat
gue part de l'efecte del pH esta relacionat amb la desnaturalitzacié d’'una porcio de les
proteines solubles que intervenen en la formacié del film de I'escuma. Al PIE, es
produeixen meés interaccions electrostatiques entre proteines, s'adsorbeixen més
proteines a la interfase, es redueix la tensi6 interfasial i, en consequéncia, es millora
I'estabilitat de 'escuma (Zayas, 1997). Sembla que per a la formacio del film proteic que
estabilitza I'escuma és necessari un cert grau de cohesi6 (interaccié proteina-proteina)
gue no es produeix si la proteina esta massa solubilitzada (interaccié proteina-aigua). Per
altra banda, una excessiva interaccidé proteina-proteina déna lloc a una agregacio,
desnaturalitzacio i perdua de h capacitat escumant, pero si una proteina manté certa
solubilitat, en condicions properes al seu PIE, es faciliten les interaccions entre les
proteines i, per tant, la formacié d’una pel-licula proteica més resistent. Per aquest motiu,
la maxima capacitat escumant de la FC s’observa al PIE de I'Hb.

Quant a l'estabilitat de I'escuma formada, a la Figura 4.19 es mostra I'evolucié del
percentatge d’escuma durant un periode de 2 hores de repos. Es va observar, per una
banda, que els volums d’escuma per a tots els tipus de mostres disminuien molt
progressivament en el temps, malgrat que a pH acid I'estabilitat de 'escuma era menor
que a pH neutre, fonamentalment a partir dels 30 min de repos. Tot i aixi, a pH 7 i al cap
de 2 hores de repos, la FC deshidratada encara presentava entre un 40 i un 50 % del
volum d'escuma inicial (per a les mostres control i les tractades per HHP,
respectivament); per altra banda, les escumes obtingudes a pH 7 amb FC tractada per
HHP eren més estables que les de FC control. Per tant, sembla que l'alta pressi6
produeix un increment de I'estabilitat de 'escuma que forma la FC a pH neutre.

A la Taula 4.5 es mostren els efectes del tractament HHP i del pH sobre el percentatge
d’escuma que romania estable al cap de 60, 90 i 120 min de repos. L’ANOVA va mostrar,
en primer lloc, que el tractament HHP no tenia efectes significatius >0,05) sobre el
% d’escuma estable durant els 3 periodes de repos i, en segon lloc, que I'estabilitat de
l'escuma a pH 7 sempre era significativament superior (P<0,05) que a pH 4,5. Per tant,
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podem concloure que el tractament HHP no millora I'estabilitat escumant perd tampoc
disminueix aquesta propietat. Per contra, si que disminueix la capacitat escumant de la
FC deshidratada.
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90 - —&—CpH45 —®—HPpH45
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70 A
60 1
50 1
40 A
30 1
20 . . . . . . . .
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Figura 4.19: Estabilitat de I'escuma (%) a pH 4,5 i pH 7, formada amb FC tractada
per HHP i FC no tractada (control) deshidratades per atomitzacié. Les barres d’error
mostren els intervals de confianca de les mitjanes (P=95%).

Taula 4.5: Percentatge d’escuma (%) als 60, 90 i 120 min de rep0s, obtinguda a partir
de FC tractada per HHP i FC no tractada (control) deshidratades per atomitzacié, en
funcié del pH @ Les lletres diferents a la mateix fila indiquen diferencies significatives
(P<0,05) per a I'efecte del tractament (majascules) i el pH (mindscules).

FC control FC pressuritzada
Temps
pH 4,5 pH7 pH 4,5 pH7
60 min 482+20"  622+89""  479+49"  681+61"
90 min 381+16"  490+73"  362+39" 575+58"
120 min 31,7+24"  394+49"  300+38" 507+45"

) Mitjanes % IC (n=5, P=95 %)

A diferencia dels nostres resultats, Parés (1998) va observar que el tractament HHP (450
MPa durant 15 minuts i a 40°C) aplicat a la fraccié plasmatica de la sang de porc, produia
una disminucié de la solubilitat proteica, perd no afectava la capacitat escumant i
millorava l'estabilitat de 'escuma obtinguda. Per altra banda, De Vuono et al. (1979), en
un treball on comparaven diferents propietats funcionals d'algunes fraccions de sang
bovina liofilitzades (plasma, seroalbimina, seroglobulina i globina), van trobar que la
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globina, obtinguda a partir de I'Hb mitjancant el procés de descoloracié de la FC amb acid
i acetona, presentava un solubilitat minima a pH 5-6, una gran capacitat escumant a un
interval de pH entre 4 i 8, pero una baixa estabilitat de I'escuma si es comparava amb el
plasma. També van observar que I'escuma formada amb globina mostrava un petit
increment de l'estabilitat a pH 8, enfront al comportament observat a pH inferiors (4 i 6),
en els quals es produia un percentatge de drenatge d’escuma superior.

Contrariament, Tybor et al. (1975) van trobar que la globina aillada de I'Hb bovina
presentava unes millors propietats escumants que el plasma i l'albGmina d’ou. Van
observar que la maxima expansio de I'escuma es produia a valors de pH d'entre 5 i 6,
mentre que a pH 7,2 era minima, és a dir, el mateix comportament que havien observat
en el cas de la solubilitat en funcié del pH (la solubilitat proteica de l'aillat de globina era
minima a pH neutre i maxima a valors de pH<6). Aquests resultats no coincideixen amb
els perfils tipics de la solubilitat i les propietats escumants en funcié del pH observats per
altres autors i amb els nostres resultats en que, a pH neutre (PIE), 'Hb presenta una
menor solubilitat proteica i una major capacitat escumant, mentre que a pH 4,5 hem
observat el comportament invers. Pot ser que el tractament quimic aplicat a I'Hb per
aquests autors hagi modificat el seu comportament funcional.

4453 Activitat emulsionant

L’activitat emulsionant d'una proteina fa referéencia a la capacitat d'una proteina de
participar en la formacié d’emulsions O/W i W/O i d’estabilitzar les emulsions formades.
L’efecte estabilitzant de les proteines als sistemes emulsionats es deu a la formacio d’'una
barrera protectora al voltant de les gotes de la fase dispersa, que la protegeix dels
fenomens de floculaci6 i coalescencia (Zayas, 1997).

Les propietats emulsionants de les proteines es poden definir en termes de capacitat
emulsionant (CE), estabilitat de 'emulsio (EE) i activitat emulsionant (AE). La CE mesura
la maxima quantitat d’oli (mL) que s’emulsiona per una quantitat estandard de proteina
sota unes condicions determinades; la EE normalment es mesura com la quantitat d'oli
gue es separa d'una emulsié durant un periode determinat de temps i a temperatura
constant, o com el temps necessari per a que es produeixi un determinat grau de
separacio de les fases; i la AE esta directament relacionada amb la I'area interfasial de
I'emulsio recoberta per la proteina disponible. La capacitat d’'una proteina de formar una
emulsio esta relacionada amb la seva capacitat d'adsorcio¢ i d’estabilitzacié de la interfase
oli-aigua i I'estabilitat de I'emulsié esta relacionada amb la constancia de 'area interfasial.
La teoria de Mie pel pas de la llum difusa a través de particules esfériques disperses
indica que existeix una relacié senzilla entre la terbolesa i I'area interfasial d’'una emulsié
(Pearce i Kinsella, 1978).
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L’activitat emulsionant a pH 4,5 i pH 7 de la FC no tractada en pols i de la FC tractada per
HHP i deshidratada per atomitzacio es mostra en la Figura 4.20. Es mostren els valors de
'absorbancia (500 nm) en funcié de la concentraci6 de FC (p/v) en la fase proteica
aguosa de I'emulsio.
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Figura 4.20: Activitat emulsionant (absorbancia a 500 nm) a pH 4,5 i pH 7 de la FC tractada per
HHP i la FC no tractada (control) deshidratades per atomitzacié en funcié de la concentraci6 de
FC (/v). Les barres d’error mostren els intervals de confianca de les mitjanes P=95%). Les
lletres diferents indiquen diferéncies significatives (P<0,05) per a I'efecte del pH dins de cada
concentracioé (majuscules) i per a I'efecte de la concentracié dins de cada pH (minUscules).

L’ANOVA va mostrar 'existéncia de diferéncies significatives (P<0,05) per a I'efecte de la
concentracio de FC sobre I'activitat emulsionant, tant a pH 7 com a pH 4,5, malgrat que el
comportament observat a cada pH era diferent. A pH acid, l'activitat emulsionant
observada amb concentracions baixes de FC en pols (0,25 i 0,5 %) era significativament
superior que a pH neutre per a les mateixes concentracions pero, a partir de I'1 % de FC,
no existeixen diferencies significatives >0,05) entre I'activitat emulsionant a diferents
pHs. Aix0 es pot justificar pel fet que, al PIE, 'Hb pot formar una estructura més rigida i
estable que és més resistent al desplegament necessari per formar la pel-licula interfasial,
mentre que al disminuir el pH incrementa la solubilitat de I'Hb. En canvi, una major
concentracio de proteina a la interfase pot permetre que es formin els films interfasials i,
per aixo, no observem diferéencies entre els 2 pHs.

Algunes proteines tenen unes propietats emulsionants optimes al seu PIE (clara d'ou,
gelatina), mentre que altres emulsionen millor a valors de pH allunyats del PIE (proteines
de la soja i del cacauet). La influéncia del pH sobre les propietats emulsionants de les
proteines esta relacionada amb els efectes sobre la seva solubilitat, conformacié i les
propietats de superficie (Zayas, 1997). Nakamura et al. (1984), en un estudi on
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comparaven les propietats emulsionants de la globina bovina, obtinguda a partir d’Hb
descolorada amb carboximetilcel-lulosa (CMC), amb les de la seroalbumina, Hb bovina i
ovoalbumina, també van trobar que l'activitat emulsionant de I'Hb disminuia a pH 7,
mentre que l'activitat emulsionant de la globina era superior a la de I'Hb i 'ovoalbumina,
pero a pH 7 aquesta era extremadament baixa.

Quant a l'efecte de la concentraci6 de FC sobre l'activitat emulsionant a cada pH per
separat, es va observar que l'activitat emulsionant a pH 7 de I'Hb de la FC en pols
(pressuritzada i no tractada) incrementava en augmentar la concentracié de FC afegida
fins a una activitat maxima a concentracions de I'1,5 %; a partir d’'aquesta concentracio,
I'activitat emulsionant s’estabilitzava. El test de separacié de mitjanes va separar 4 grups
significativament diferents (P<0,05) pel que fa a I'efecte de la concentracio sobre l'activitat
emulsionant a pH 7: 0,25 %; 0,5 %; 1 %; i el grup de 1,5-2,5 %. A pH 4,5, el test de
separacid de mitjanes va separar 5 grups, pero igualment no existien diferéncies
significatives entre valors de concentracié superiors a I'l %, la qual cosa confirma que, a
partir de I'L % de FC, I'activitat emulsionant no millora en augmentar la concentracio de
proteina.

El comportament emulsionant de I'Hb observat en els nostres assaigs és bastant
semblant als resultats obtinguts per Nakamura et al. (1984), que van exposar que
l'activitat emulsionant de I'Hb, mesurada com l'absorbancia a 500 nm, incrementava
gradualment fins a concentracions de proteina superiors al 2 %. Per contra, el
comportament de la globina era diferent ja que lactivitat emulsionant incrementava
linealment fins a concentracions de proteina del 0,5 % i, a partir d’'aquesta concentracio,
s’estabilitzava.

Pel que fa als efectes del tractament HHP sobre l'activitat emulsionant, TANOVA va
mostrar que no existien diferéncies significatives entre la FC control i la sotmesa a altes
pressions, en cap de les concentracions estudiades. Per tant, I'alta pressié no afecta les
propietats emulsionants de la FC en pols. Per contra, Parés (1998) va observar que la
pressuritzacié del plasma (450 MPa, 15 min, 40°C) conduia a una millora de I'activitat
emulsionant a pH 7,4, de la mateixa manera que en el cas de les propietats escumants,
fet que va atribuir al desplegament parcial de les proteines induit per la pressio.

Altres autors (Denda i Hayashi, 1992) també han descrit una millora de les propietats
emulsionants d’algunes proteines tractades per HHP. Tot i que la pressuritzacié millorava
l'activitat emulsionant i I'estabilitat de I'emulsié de I'ovoalbamina a pH 12,5, després de la
pressuritzacio van observar una disminucié de I'activitat emulsionat i de la solubilitat a pH
5,5, prop del PIE de I'ovoalbumina. En canvi, la pressuritzacio de la caseina i I'albumina
sérica bovina no millorava significativament les seves propietats emulsionants perque la
seva estructura és meés resistent als efectes de l'alta pressio. Per tant, les propietats
emulsionants de determinades proteines es poden millorar mitjancant I'alta pressio, en



148 Altes pressions hidrostatiques

condicions adequades de pH i temperatura, com a resultat d'una desnaturalitzacio
proteica parcial. Tanmateix, un excés de desnaturalitzacid proteica causada per la
pressuritzacio al voltant del PIE produeix una insolubilitzacio i té efectes adversos sobre
les propietats emulsionants.

Galazka et al. (1995) van investigar els efectes de l'alta pressio (fins a 800 MPa, durant
10, 20 i 40 min) sobre el comportament emulsionant de les proteines del sérum de la llet, i
van observar una disminucié de l'eficiencia emulsionant en augmentar la pressio i el
temps de pressuritzacio, que van atribuir fonamentalment a modificacions de I'estructura
nativa de la b-lactoglobulina que conduien a la formacié d’agregats proteics després del
tractament. Segons Felipe et al. (1997), la b-lactoglobulina és més susceptible a la
pressié que altres proteines del serum de la llet. Pittia et al. (1996) també van trobar que
la b-lactoglobulina pressuritzada presentava unes capacitats emulsionant i escumant
inferiors a les de les mostres control, mentre que incrementava la seva capacitat de
formacié d’interaccions proteina-proteina a les capes adsorbides a la interfase. El
tractament HHP de la b-lactoglobulina induia una desnaturalitzacié parcial de la molécula,
la qual incrementava les seves caracteristiques hidrofobiques i la formacié d'agregats
proteics. Aquests canvis estructurals tenien efectes negatius sobre les propietats de
superficie d’aquesta proteina.

Adapa et al. (1997) van investigar les propietats funcionals de la llet desnatada
processada per alta pressié i van exposar que la llet no concentrada pressuritzada
presentava una millor estabilitat emulsionat que la llet concentrada pressuritzada. En la
llet concentrada, amb un contingut en proteines més elevat, l'alta pressié afavoria les
interaccions proteina-proteina i la formacio d’agregats proteics de mida gran que no eren
tan efectius per adsorbir-se a la interfase i formar una capa al voltant dels globuls
grassos, la qual cosa indicava que existeix una quantitat critica d’agregacio proteica que
afavoreix l'estabilitat de I'emulsio. En canvi, concentracions de proteina per sobre
d’aquest nivell s6n desfavorables.

4454 Textura (TPA) i capacitat de retenci6 d’aigua (CRA) de les pastes
obtingudes per escalfament

Les reaccions d’associacio de proteines fan referéncia a les modificacions que es
produeixen a nivell de subunitats o de la moléecula, mentre que les reaccions de
polimeritzacié o agregacio impliquen la capacitat de formar complexes de més grandaria.
La precipitacio inclou totes les reaccions d’agregacié que condueixen a una pérdua total o
parcial de la solubilitat. La floculaci6 es deu a reaccions dagregacio de forma
desordenada que es produeixen sense desnaturalitzacié i com a conseqiéncia de la
desaparicio de forces electrostatiques de repulsié entre cadenes. Per altra banda, la
coagulacio és I'agregacio no ordenada que es produeix amb desnaturalitzacié, en la qual
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predominen les reaccions d’agregacio o les interaccions proteina-proteina enlloc de les
proteina-dissolvent; per contra, a la gelificacid, les molécules desnaturalitzades
s’agreguen per formar una xarxa proteica tridimensional ordenada (Cheftel, 1989).
L’'absorcié i la capacitat de retencié d'aigua dels ingredients proteics té un paper
fonamental en la qualitat de la textura de diversos aliments, especialment en productes
carnis que s’han de tractar térmicament i a les pastes de panificacio. La retencio d’aigua
sense dissolucié de la proteina condueix a un inflament i li confereix propietats com
consisténcia, espessiment, viscositat i adheréncia. També disminueix I'exsudacié d’aigua
i, per tant, evita 'assecament i les pérdues de rendiment (mermes després de la coccid)
en productes als quals s’afegeixen proteines com a ingredients funcionals.

a) Parametres del TPA:

Les pastes formades per escalfament amb solucions de FC en pols, tractada per HHP i
no tractada, a pH 7 eren molt compactes i consistents, formaven una estructura gelificada
solida molt ferma semblant a una esponja que, quan es sotmetien a compressio,
alliberava l'aigua retinguda pero immediatament la tornaven a absorbir. En canvi, a pH
4,5, s’obtenien unes pastes molt viscoses i cohesives, poc consistents i amb una gran
capacitat de retencié d'aigua. Els resultats de les determinacions dels parametres de
'analisi de perfil de textura (duresa, elasticitat i adhesivitat) de les pastes obtingudes a
cada pH, es poden observar a les Figures 4.21 A, B i C. Els resultats del TPA posen de
manifest les propietats texturals dels 2 tipus de pastes que forma la FC en funcié del pH;
les pastes que s’obtenien a pH 7 eren més dures, menys elastiques i menys adhesives
gue les obtingudes a pH 4,5. Al PIE de I'Hb, I'escalfament afavoreix la formacié d'un
elevat nombre d’interaccions intermoleculars entre les cadenes polipeptidigues d’Hb
desnaturalitzades i aix0 es tradueix en 'obtencié d’'una pasta o estructura gelificada molt
més compacta i resistent a la compressio.

En general, I'aplicacio del tractament amb altes pressions hidrostatiques a la FC produia
una disminucio dels valors dels 3 parametres de textura de les pastes (duresa, adhesivitat
i elasticitat). Tanmateix, 'ANOVA va mostrar que lalta pressi6 no tenia efectes
significatius sobre els parametres elasticitat i adhesivitat de les pastes als 2 pHs assajats.
En canvi, la duresa de les pastes, mesurada com la resistencia que ofereix la pasta a la
compressio, era significativament diferent (P<0,05) entre mostres tractades per HHP i no
tractades. Tot i aixi, el test de separaci6 de mitjanes va mostrar que no existien
diferéncies en la duresa entre les pastes formades a partir de FC tractada i les de FC
control; per tant, es van investigar els efectes de l'alta pressio sobre la duresa de les
pastes a cada pH per separat. Es va trobar que només a pH 7, les pastes obtingudes
amb FC tractada presentaven una menor resisténcia a la compressié (P<0,05) que les de
FC control. El fet que per a la formacié d’escumes, emulsions i gels s’hagin de produir
fenomens de desplegament, agregacio i insolubilitzacio de la proteina fa que, algunes
vegades, la capacitat de gelificaci6 es mantingui després de la desnaturalitzaci6 i
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insolubilitzacié proteica parcial (Cheftel et al., 1989). Per altra banda, el pH si que tenia
efectes significatius (P<0,05) sobre els 3 parametres de textura. La duresa era
significativament superior en les pastes formades amb solucions de FC a pH 7 que a pH
4,5. Per contra, les pastes formades per escalfament de la FC a pH acid eren més

elastiques i adhesives que les de pH neutre.
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Figures 4.21 A, B i C: Parametres del TPA de les pastes
obtingudes a pH 4,5 i pH 7 amb FC tractada per HHP i FC no

tractada (control)

en pols.

Duresa; (B) Elasticitat

(Springeness); (C) Adhesivitat. Les barres d’error mostren els
intervals de confianca de les mitjanes (P=95%). Les lletres
diferents indiquen diferéncies significatives (P<0,05) per a
I'efecte del tractament (majudscules) i el pH (mindscules).
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Les atraccions intermoleculars i la gelificaci6 es produeixen més rapidament amb
concentracions elevades de proteina perqué s'afavoreix el contacte intermolecular. La
zona de pH en la que es produeix la gelificacio s’eixampla en augmentar la concentracio
proteica perqué es formen un gran nombre d’interaccions hidrofobiques i ponts disulfur,
gue poden compensar les forces electrostatiques de repulsié induides per l'alta carrega
neta de la proteina a un pH allunyat del PIE. En el PIE, I'abséncia de forces eléctriques
de repulsié condueix a la formacié d'un gel menys expandit i menys hidratat. Les
proteines que presenten un elevat percentatge d’aminoacids hidrofobs (més del 31,5 %),
com I'Hb i 'ovoalbumina, en general tenen zones de pH de gelificacid dependents de la
concentracié proteica, mentre que les que tenen pocs aminoacids hidrofobics
(22-31,5 %), tals com la seroalbumina del plasma, globulines, gelatina i les proteines de
la soja, no presenten modificacions de la zona de pH de gelificacié quan la concentracié
de proteina varia (Cheftel et al., 1989).

b) Capacitat de retenci6 d’aigua (CRA):

Pel que fa a la capacitat de retencid d'aigua (CRA) de les pastes formades per
escalfament de solucions de FC en pols, a la Figura 4.22 es mostren els resultats de les
determinacions del percentatge d’aigua retinguda a pH 4,5 i a pH 7 de les pastes de FC
en pols tractada per HHP i no tractada.
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Figura 4.22: Capacitat de retenci6 d'aigua (% d’aigua
retinguda) a pH 4,5 i pH 7 de les pastes obtingudes amb
FC tractada per HHP i FC no tractada (control)
deshidratades per atomitzaci6. Les barres d'error
mostren els intervals de confianca de les mitjanes
(P=95%). Les lletres diferents indiquen diferéncies
significatives (P<0,05) per a l'efecte del tractament
(majascules) i el pH (minascules).
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L’aplicacio de l'alta pressié a la FC no afectava la capacitat de retencié d’aigua de les
pastes, de manera que el % daigua retinguda a les pastes formades amb FC
pressuritzada i no tractada en pols no era significativament diferent (P>0,05). En canvi, el
pH si que tenia efectes significatius (P<0,05) sobre la CRA. Les pastes de FC a pH 4,5
retenien quasi el 99 % de l'aigua, mentre que a pH 7 el percentatge d’aigua retinguda era
del 45 %, independentment de si la FC shavia pressuritzat o no abans de la
deshidratacid. Els valors de la CRA de les pastes de FC no tractada i FC pressuritzada
deshidratades, en funci6 del pH, estan directament relacionades amb la textura
d’aquestes. Obviament, la conformacié proteica i la carrega tenen una influéncia directa
sobre la CRA de les pastes de FC. A pH acid, I'Hb esta completament hidratada i la
desnaturalitzacié termica indueix la formacié d’'una pasta espessa i viscosa amb una
excel-lent capacitat de retenci6é d'aigua. En canvi, a pH neutre (PIE), es forma una pasta
molt consistent com a consequéncia de [lagregaci6 de les molecules dHb
desnaturalitzades, en la qual I'aigua esta retinguda per capil-laritat a I'interior dels porus
de la xarxa proteica.

4.5 CONCLUSIONS

De les diferents condicions d'aplicacié del tractament HHP sobre la FC assajades, es
considera que les millors sén 400 MPa a 20°C de temperatura durant 15 minuts perqué
produeixen una millora significativa de la qualitat microbiologica. L’aplicacio de l'alta
pressio hidrostatica permet una reduccio de la microbiota contaminant de la FC d’entre 2 i
3 unitats logaritmiques. Per tant, aquest tractament és una tecnologia efica¢ per
higienitzar la FC de la sang de porc i millorar la seva qualitat microbiologica. Aquestes
condicions de tractament no afecten negativament al color, no comprometen gaire la
solubilitat proteica de I'Hb i, malgrat que produeixen un augment de la viscositat, la FC
roman fluida després del tractament.

L’aplicacio del processament per HHP i la posterior deshidratacié per atomitzacié
permeten obtenir un producte en pols amb recomptes totals de 'ordre de 2,8 unitats
logaritmiques. El color de la FC pressuritzada en pols és igual que el de la FC control
deshidratada, com a consegiiéncia del fet que ambdues mostres son igual de
susceptibles a I'oxidacio del grup hemo produida per la deshidratacio.

Pel que fa als efectes del tractament HHP sobre les propietats funcionals de I'Hb de la FC
deshidratada per atomitzacié, l'alta pressié incrementa la susceptibilitat de I'Hb als
efectes desnaturalitzants de la deshidratacio, fonamentalment a pH 7 (PIE), ja que s’ha
observat una disminucio de la solubilitat proteica a pH neutre de la FC després dels 2
processos tecnologics.
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La FC en pols presenta una maxima capacitat escumant al PIE de I'Hb. L’aplicaci6é del
tractament HHP produeix una disminucié de la capacitat escumant de la FC, pero no té
efectes negatius sobre I'estabilitat de 'escuma formada. D’altra banda, el tractament HHP
tampoc té efectes negatius sobre I'activitat emulsionant de I'Hb. La maxima activitat
emulsionant de I'Hb s’aconsegueix amb una concentracié de FC en pols de I'1,5 % a pH 7
idel'l % apH 4,5.

Les pastes obtingudes per escalfament de la FC presenten caracteristiques molt
diferenciades depenent del pH. A pH neutre es formen unes pastes dures i consistents,
mentre que a pH acid les pastes son poc consistents, molt adhesives i meés elastiques
que les anteriors. Aquestes tenen, a més, una capacitat de retencié d’aigua molt superior
que les de pH 7, en les quals, l'aigua queda retinguda per capil-laritat. La textura i
capacitat de retencié d’aigua de les pastes tampoc es veuen afectades pel tractament
d’alta pressio.
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Capitol 5: Obtencié d’hidrolitzats proteics descolorats a
partir de fraccio cel-lular

5.1 INTRODUCCIO

El principal factor limitant per a la utilitzacié de la fraccié cel-lular en molts productes
alimentaris és la seva pigmentacio vermella fosca. Consequentment, si es vol utilitzar I'Hb
com a un ingredient alimentari, €s necessari sotmetre-la a algun procés de descoloracié o
a alguna manipulacio tecnologica a fi i efecte d’'emmascarar el color fosc que proporciona
la presencia del grup hemo. En aquest context, diversos autors han proposat diferents
procediments de descoloracié de la FC, basats en la ruptura de la unié entre els dos
components de I'Hb, per poder utilitzar la globina descolorada com a additiu alimentari.

Cocuff et al. (1985) van fer una revisid de les possibles estratégies de descoloracio
mitjancant diferents tractaments quimics o enzimatics. La primera etapa del procés es pot
realitzar per via quimica, gracies a la sensibilitat del lligam hemo-proteina a pH acid, o per
via enzimatica, per I'accié d’enzims proteolitics que catalitzen el trencament a nivell de la
unié de 'hemo amb els aminoacids de la cadena proteica de la globina. En la segona
etapa del procés, per separar la globina del grup hemo, es pot utilitzar la seva diferencia
de solubilitat en dissolvents organics, agents adsorbents, la diferencia de pes molecular
(centrifugacio) o la diferencia de volum hidrodinamic (ultrafiltracié).

Tybor et al. (1975), Dill i Landmann (1988) i Liu et al. (1996, 1997) van descriure
procediments per obtenir la globina descolorida basats en la separacio i eliminacié del
grup hemo mitjangant la utilitzacié d’agents desnaturalitzants, com I'acetona acidificada o
I'alcohol. La proteina no és soluble en els solvents organics i precipita, mentre que el grup
hemo roman en la solucié. Altres metodes estan basats en la descoloracié amb peroxid
d’hidrogen, fet que produeix una oxidacid6 de I'Hb a una forma quasi incolora o
lleugerament marronosa; després, I'excés de peroxid s’ha d’eliminar amb l'addicié de
'enzim catalasa (Wismer-Pedersen, 1988). Segons Yang i Lin (1998), la funcionalitat dels
aillats de globina tractats amb acetona-acid i peroxid d’hidrogen no és dolenta, pero
aguests tractaments presenten el risc d’afegir residus perillosos al producte. L’'acetona
s’ha d’eliminar i el peroxid d’hidrogen pot formar aminoacids oxidats, els quals poden ser
inhibidors del creixement.

Altres alternatives per a la descoloracio estan basades en la separacio de I'hemo de la
globina per absorcié en un medi en contacte amb una solucié acidificada d’'Hb. Com a
agents adsorbents s’han proposat la carboximetilcel-lulosa (CMC) soluble (Autio, 1983;
Autio et al., 1984), una cromatografia en columna de CMC (Sato et al.,, 1981), la
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carboximetilcel-lulosa sodica (Hayakawa et al., 1982, 1986) i l'alginat sodic (Lee et al.,
1990) o el carbd actiu. Yang i Lin (1996) van examinar els efectes dels espesseidors
carboximetilcel-lulosa sodica (Na-CMC), alginat de propilenglicol (APG) i alginat sodic
(AS) i el pH, en el procés de separaci6é del grup hemo de la FC de la sang de porc i en la
distribucié del Fe** entre els extractes de les fraccions hemo i no-hémica. Van concloure
gue la Na-CMC era més eficag que els altres polisacarids per separar la fraccio hemo a
pH acid (1,5-2), donat que aquest material presentava un major grau de polimeritzacio i
s’afavorien les interaccions electrostatiques d’adsorci6 entre el Fe i el polisacarid.

Els mateixos autors, en un treball posterior (Yang i Lin, 1998), on van comparar els
efectes del pH sobre varies propietats funcionals de diferents tipus de globina de sang de
porc liofilitzada que s’havien obtingut pels métodes de descoloraci6 amb Na-CMC,
acetona-acid, peroxid d’hidrogen o mitjangant tractament enzimatic amb Alcalasa, van
concloure que, si es considerava conjuntament l'efectivitat relativa de descoloracio i les
propietats funcionals dels diferents aillats de globina, els millors méetodes de cara a una
produccié comercial serien el tractament amb Na-CMC i la hidrolisi amb Alcalasa.
Tanmateix, diuen que aquests tractaments son parcialment eficacos quant a la disminucio
del color marré fosc de la FC, donat que la globina obtinguda encara contenia una
guantitat considerable de grup hemo i, com que la seva funcionalitat és molt pobre,
s’hauria de millorar mitjan¢ant alguna modificacié quimica o enzimatica addicional.

Nosaltres varem portar a terme uns assaigs previs amb I'objectiu de descolorar I'Hb de la
FC mitjancant el procediment d’adsorcié del grup hemo amb I'agent adsorbent Na-CMC
(Autio, 1983; Autio et al., 1984; Hayakawa et al., 1986; Yang i Lin, 1996, 1998). Es van
preparar solucions de FC en aigua destil-lada, amb una concentracio de proteina del 5 %
(p/v) i es van ajustar a pH acid (1,5) amb HCI. Les solucions es van sotmetre a
escalfament a 77°C durant 10 min, i es va afegir una soluci6 de Na-CMC per tenir
diferents concentracions (1 %, 1,5 % i 2 %) de I'agent adsorbent a les solucions d’Hb
desnaturalitzada termicament. Les solucions amb Na-CMC, amb un pH final de 23, es
mantenien en agitacio durant 30 min i a 20°C. Finalment, es centrifugaven a 2000 x ¢
durant 10 min i a 15-20°C, amb l'objectiu de separar una solucié d’Hb descolorada
(sobrenedant) del residu composat pel grup hemo adsorbit a la Na-CMC. Després de la
centrifugacio, es determinava el percentatge de recuperacio de proteina i el contingut en
hemo residual (%) al sobrenedant.

Es va observar que el procediment de la CMC sodica tenia molt poca eficacia pel que fa a
la capacitat de descoloracio de la FC. Aguesta encara contenia entre un 6 i un 20 % de
grup hemo, i, a més, es perdia entre un 63 i un 32 % del contingut en proteina original. De
manera que, a partir dels resultats negatius observats, es van descartar les possibilitats
d’aplicacié d’aquest metode com a sistema d’eliminacio del grup hemo i es va comencar a
treballar en la descoloracio de la FC mitjangant hidrolisi enzimatica.
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Entre els diferents métodes d’obtencié de globina descolorida, la hidrolisi enzimatica
sembla la millor opcié quant a l'aplicacio practica a escala industrial (Houlier, 1986; a:
Uchman et al., 1994). Els enzims presenten I'avantatge d’'una rapidesa de reaccié en
condicions suaus de temperatura i pH i la seva especificitat per a un tipus determinat
d’enllagc. En canvi, els tractaments quimics no son tan indicats per a les aplicacions
alimentaries donat que les condicions de reacci0 s6n meés agressives, les reaccions
quimiques no son tan especifiques i les dificultats relacionades amb I'eliminacié de
reactius residuals presents al producte acabat (Biotimes, 2002, Novozymes, Novo A/S).

La hidrolisi de proteines alimentaries es porta a terme per diversos motius: per millorar
caracteristiques funcionals, endarrerir el deteriorament, proporcionar textura, incrementar
o disminuir la solubilitat, conferir propietats escumants, emulsionants o de coagulacio,
desenvolupar aromes particulars, prevenir interaccions indesitjables, eliminar olors o
flavours no desitjats, minimitzar I'al-lergenicitat, i eliminar ingredients toxics d’'una proteina
determinada. A mida que incrementa el grau d’hidrolisi de les proteines, aquestes donen
lloc a fragments peptidics de pes molecular cada cop més petit, incloent proteoses,
peptones, barreges de péptids i aminoacids, i aminoacids lliures. La hidrolisi proteica es
pot realitzar mitjangcant enzims, acids o bases, malgrat que la hidrolisis enzimatica és
preferible a la utilitzaci6 de meétodes estrictament quimics quan es volen obtenir
hidrolitzats per a aplicacions nutricionals. La hidrolisi acida o alcalina pot destruir els
L-aminoacids, produir D-aminoacids i formar substancies toxiques (Lahl i Braun, 1994).

Les proteines més utilitzades per obtenir productes nutricionals i/o funcionals que
continguin hidrolitzats proteics son les caseines, proteines del lactoserum i de la soja.
També s’han utilitzat col-lagen, gelatina, ovoalbumina, carn, peix, gluten, arros, patata, i
proteines microbianes, pero no tant com les anteriors.

Existeixen alguns estudis centrats en procediments de descoloracié de la FC mitjancant
la hidrolisi enzimatica de I'Hb amb 'objectiu d’eliminar el grup hemo per evitar el problema
de I'enfosquiment. La hidrolisi enzimatica consisteix en induir I'hemolisi dels eritrocits
mitjancant un xoc osmotic, seguit d’'un tractament amb proteases a pH i temperatura
controlats. Posteriorment, I'enzim s'inactiva i s’obté una fraccié insoluble que conté el
grup hemo. La fraccié soluble esta composada pels peptids de baix pes molecular i els
aminoacids lliures resultants, que es poden separar del grup hemo mitjangant ultrafiltracio
o centrifugacié, per incorporar-los a productes carnis en forma d’hidrolitzats proteics
(Ockerman i Hansen, 1994). Aquesta fraccidé soluble també es pot purificar més amb
carbé actiu i, finalment, concentrar-la i assecar-la. Les condicions de tractament
mantenen quasi intactes els aminoacids i es pot regular el grau d’hidrolisi i, per tant, la
composicio i les propietats funcionals del producte final (Rodriguez, 1994).

Existeixen diferents enzims proteolitics que es poden utilitzar per a la produccié
d’hidrolitzats. L'Alcalasa® és una preparacié enzimatica comercial que ha estat utilitzada
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estesament en la produccié d’hidrolitzats proteics a causa de la seva termoestabilitat
(50°C) i a lelevat pH optim dactuacio (pH 8,5), els quals poden minimitzar el
desenvolupament de microorganismes. Un altre avantatge d'utilitzar I'Alcalasa és que
permet una hidrolisi intensa donant lloc a uns hidrolitzats amb menor gust amarg si es
comparen amb els obtinguts amb altres enzims (Liceaga-Gesualdo i Li-Chan, 1999).

Olsen (1985), de I'empresa Novo Industri A/S, va desenvolupar I'aplicacié a escala de
planta pilot de la hidrolisi de la FC de la sang d’escorxador amb Alcalasa, per obtenir
hidrolitzats proteics que es poden incorporar a productes carnis. Proposa un grau
d’hidrolisi del 18-20 %, on s’obté una soluci¢ final fosca que, mitjancant ultrafiltracié o per
centrifugacioé decantadora de solids, es pot separar en una solucié de color marro clar i un
residu fosc que conté el grup hemo insoluble. L’hidrolitzat s’ha d’acabar de purificar amb
un tractament amb carbé actiu durant 60 min a pH 4,5-5 i 55°C. El carb6 s’elimina per
filtracio i I'hidrolitzat descolorit es pot concentrar fins al 50 % per evaporacio o per 0Smosi
inversa i deshidratar-lo per atomitzacio.

Altres autors també han assajat la hidrolisi de la FC i d'altres fonts de proteines amb
Alcalasa®. Synowiecki et al. (1996) van preparar hidrolitzats proteics a partir de la FC de
sang bovina amb Alcalasa segons el metode desenvolupat per 'empresa Novo Industri
A/S (Olsen, 1985). Aquests van escollir I'Alcalasa perquée presenta especificitat per
aminoacids hidrofobics terminals, i aixd semblava que permetria la produccié d’hidrolitzats
no amargants (Adler-Nissen, 1986, a: Synowiecki et al., 1996). Tanmateix, aquests
hidrolitzats de FC presentaven un intens gust amarg, directament relacionat amb el grau
d’hidrolisi i amb l'aparicié de péptids amb regions hidrofobiques. Per aquest motiu, van
proposar un sistema per reduir I'amargor dels hidrolitzats de FC mitjancant la reaccié de
la plasteina. Aquesta reaccio consisteix en formar una “plasteina” a partir d’'un hidrolitzat
proteic mitjangant un enzim determinat. La plasteina és una substancia proteica d’elevat
pes molecular amb propietats diferents a les de la proteina original i que no té cap flavour
particular (Perdersen, 1994). La reacci6 de la plasteina es va fer a 37°C i pH 5,5 durant
24 h, utilitzant Papaina i afegint éster dietilic de I'acid glutamic. L'aplicacio de la reaccio
de la plasteina va permetre incorporar I'acid glutamic als péptids dels hidrolitzats per
disminuir la proporcié d’aminoacids hidrofobics i, per tant, reduir en un 50 % I'amargor
dels hidrolitzats de FC bovina i millorar el gust del producte.

Liceaga-Gesualdo i Li-Chan (1999) també van proposar un procediment d’obtencié
d’hidrolitzats proteics a partir de proteines del peix amb [I'Alcalasa. En aquest cas,
l'objectiu era incrementar el valor economic potencial d'alguns subproductes de
larengada (Clupea harengus) mitjancant I'obtencié de productes amb un bon perfil
d’aminoacids essencials i bones propietats funcionals. Van portar a terme la hidrolisi amb
Alcalasa a 50°C i a pH 8,0 durant 60 min, fins a un grau d’hidrolisi del 36 % que permetia
'obtencié d'un hidrolitzat de proteines del peix amb unes bones propietats emulsionants i
escumants.



Capitol 5 161

Uchman et al. (1994) exposen algunes propietats de la globina obtinguda per
descoloracio enzimatica de la FC mitjangcant hidrolisi amb el preparat enzimatic
PROTEPOL BPS (complex enzimatic obtingut a partir de Bacillus subtilis i composat per
una barreja d’enzims proteolitics i amilolitics). Les condicions d’hidrolisi eren pH 4 i 45°C, i
van provar diferents concentracions d’enzim, relacié enzim/substrat de 5, 10 i 20 mL de la
preparacio enzimatica per 100 g de FC (35 % de proteina), i temps d’hidrolisi (durant 6,
18 i 48 hores). Van trobar que les millors condicions quant al grau de descoloracio eren
10 mL d’enzim per 100 g de FC i 18 h de reacci6. La globina hidrolitzada sota aquestes
condicions i liofilitzada presentava una bona solubilitat i molt bones propietats
emulsionants i escumants, comparables a les del plasma deshidratat per atomitzacio i el
caseinat sodic.

Aubes-Dufau i Combes (1997) van estudiar la utilitzacié de diferents proteases (Pepsina,
Proctasa, Papaina, Alcalasa i Neutrasa) per obtenir hidrolitzats d’Hb bovina i van
determinar la seva influéncia sobre la formacié de gustos amargants als diferents tipus
d’hidrolitzats obtinguts. Els hidrolitzats obtinguts amb Papaina i Neutrasa no contenien
péptids amargs, 0 no en una quantitat suficient com per produir amargor, mentre que en
el cas dels hidrolitzats obtinguts amb Pepsina, Alcalasa i Proctasa es van aillar peptids
amargs. Van trobar que tots els péptids amargants pertanyien a un mateix fragment de la
cadena beta de I'Hb bovina. Aquest autors recomanen que si es volen obtenir hidrolitzats
d’Hb per a formules alimentaries, preferentment s’hauria d'utilitzar la Papaina o la
Neutrasa. També es podrien afegir hidrolitzats obtinguts amb Proctasa o Alcalasa, pero
en aquest cas, s’haurien d’afegir compostos que emmascaressin el gust amarg. Per altra
banda, van excloure la possibilitat d'utilitzar la Pepsina per hidrolitzar 'Hb bovina, donat
gue els hidrolitzats pépsics eren el doble d’amargants que els altres.

5.2 OBJECTIUS

L’objectiu del present capitol és obtenir fraccidé cel-lular descolorida mitjangant hidrolisi
enzimatica. Amb aquesta finalitat, s’assajaran diferents enzims proteolitics, en diferents
concentracions i temps de reaccid, en condicions controlades de temperatura i pH. Es
pretén aconseguir la descoloracié de I'Hb, separant el grup hemo (responsable del color
vermell-marrd de la molécula) de la part proteica (globina), hidrolitzant el minim possible
les 4 globines de la molécula, per tal que la proteina mantingui les propietats funcionals.

A continuacioé es mostra el procediment que es portara a terme, en I'ordre cronologic en
gue es realitzara, per obtenir hidrolitzats proteics descolorats a partir de la FC:
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a) Obtencio de globina descolorida i hidrolitzats de I’hemoglobina amb la utilitzacié de
diferents enzims proteolitics. A partir de la informacio bibliografica, s’assajaran
diferents proteases que, en principi, sembla que ens permetran assolir els nostres
objectius. Es seleccionaran els enzims més eficacos pel que fa a la capacitat de
descoloriment de I'Hb.

b) Estudiar els efectes de l'aplicacié de l'alta pressié hidrostatica sobre el procés
d’obtencié d’hidrolitzats proteics de I'Hb. Les altes pressions hidrostatiques indueixen
fenomens de desnaturalitzacié en I'Hb i poden produir I'activacié d’alguns enzims.
Ambdos factors determinen que el tractament HHP pot tenir efectes favorables sobre
el procés d’hidrolisi enzimatica de la FC.

c) Un cop trobat el millor sistema per obtenir els hidrolitzats descolorats de I'Hb de la FC,
es determinaran les millors condicions per deshidratar per atomitzacio els hidrolitzats
de FC i es portara a terme la caracteritzacié fisico-quimica i microbioldgica de
I'hidrolitzat d’Hb en pols.

d) Finalment, es determinaran les principals propietats funcionals dels hidrolitzats
descolorats d’Hb deshidratats per atomitzacio i es comparara la seva funcionalitat
amb la de la FC deshidratada.

5.3 MATERIAL | METODES
5.3.1 Procedénciade les mostres

Les mostres de FC hemolitzada es van obtenir segons el procediment descrit a I'apartat
2.3.3. Tots els experiments es van realitzar amb mostres de sang de porc recollides en
diferents dies pero en les mateixes condicions. Les mostres de FC hemolitzada sempre
es van sotmetre al procés d’hidrolisi enzimatica el mateix dia d’haver recollit la sang i es
mantenien en refrigeracié fins al moment del tractament enzimatic.

5.3.2 Enzims proteolitics utilitzats per hidrolitzar I’'hemoglobina

Els enzims proteolitics es poden classificar en funcié de la seva especificitat per I'enllac
peptidic que hidrolitzen i el mecanisme pel qual actuen. Existeixen dos grups principals
de proteases: les endoproteases, que hidrolitzen els enllagos peptidics de l'interior de la
cadena proteica a l'atzar, i les exoproteases, que tallen els enllacos peptidics dels
aminoacids situats als extrems de la cadena polipeptidica. Per tant, les exoproteases
permeten I'obtenci6 d’aminoacids quan degraden una proteina, mentre que les
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endoproteases produeixen peptids. A continuacié, es descriuen els diferents enzims
proteolitics que es van utilitzar i a la Taula 5.1 es mostren les condicions optimes de pH i
temperatura d’actuacioé d’aquests.

Taula 5.1: Enzims proteolitics utilitzats en I'obtencié d’hidrolitzats proteics de
I’lhemoglobina i condicions optimes de reaccid.

Enzim tipus de proteasa pH optim temperatura (°C)
Alcalasa ® Serina-proteinasa 6,5-8,5 50-60
Neutrasa ® Metalo-proteinasa 5,57,5 45-55
Papaina Sulfhidril-peptidasa 6-8 20-75
Plasmina Serina-proteinasa 7,5 37
Tripsina Serina-proteinasa 7-9 40-50
Pepsina Aspartic-proteinasa 2-4 37-40

Alcalasa® (EC 3.4.21.62) 2,4 L de Novozymes amb una activitat declarada de 2,4 UA/g

(essent UA, Unitats Anson ). El seu nom genéric és Subtilisina Carlsberg, perd el nom
recomanat és Subtilisina (proteasa bacteriana produida per varies soques de Bacillus
subtilis i altres espécies del génere Bacillus). Es una endoproteasa serina que hidrolitza
les proteines amb una especificitat d’espectre ampli per als enllacos peptidics. Aquest
enzim s'utilitza a la industria alimentaria per millorar o modificar les propietats funcionals,
nutricionals i flavouritzants de les proteines.

Neutrasa® (EC 3.4.24.28) 0,8 L de Novozymes amb una activitat de 0,8 UA/g. Es tracta
d'una proteasa neutra produida per soques de Bacillus amyloloquefaciens. Es una
metalo-endoproteasa (Zn) que es pot utilitzar quan es volen hidrolitzar les proteines a
péptids de forma moderada o extensiva. S'utilitza per millorar les propietats funcionals,
nutricionals i flavouritzants de les proteines, a la industria dels cereals per disminuir la
forca de les farines i a la industria cervesera per extreure proteines del malt i I'ordi i per
millorar el creixement del llevat.

" L’activitat enzimatica es mesura en Unitats d’enzim (U), que es defineix com la quantitat d’enzim
que catalitza la transformacié d’un micromol de substrat per minut sota condicions estandard de
pH, temperatura, etc. L'activitat especifica es mesura en termes de puresa o quantitat d’enzim
present en Unitats d’enzim/mg proteina. En els cas dels enzims subministrats per I'empresa
Novozymes, la seva activitat declarada esta expressada en Unitats Anson per gram (UA/g). Les
UA so6n unitats d'activitat proteodlitica no estandard per a Us industrial, que expressen la
concentracié de la preparacié enzimatica comercial i que utilitza com a referéncia una reaccio
colorimeétrica de fenol amb Tirosina. Una UA produeix una hidrolisi equivalent a 1 miliequivalent de
Tirosina (Novo Nordisk A/S).
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Papaina (EC 3.4.22.2) de 1,8 unitats/mg de solid. Es una proteasa amb activitat esterasa,
obtinguda a partir de latex de la papaya (Carica papaya L.). Hidrolitza les proteines amb
una especificitat d'espectre ampli, pero preferentment per Arg, Lys, Phe-X.

Plasmina (EC 3.4.21.7) de 3,2 unitats/mg solid. També s’anomena fibrinasa, fibrinolisina
o trombolisina i s'obté a partir del plasminogen de la sang mitjancant proteolisi.
Converteix la fibrina en productes solubles. La Plasmina és una endoproteasa serina que
talla per Lys i Arg i presenta una selectivitat més alta que la Tripsina.

Pepsina (EC 3.4.23.1) de 596 unitats/mg de solid. La Pepsina A és una endopeptidasa
predominant als sucs gastrics dels vertebrats, formada a partir del pepsinogen A
mitjancant proteolisi limitada. Trenca preferentment per aminoacids hidrofobics i
aromatics (Phe, Leu i d’altres).

Tripsina (EC 3.4.21.4). Es va utilitzar I'enzim PTN (Tripsina Pancreatica Novo) 3,0 P de
Novozymes amb una activitat de 25000 USP-u/mg. La Tripsina pancreatica s'ailla del
pancrees de porci i d’'altres espécies. Trenca els enllagos peptidics preferentment per Arg
i Lys.

Els enzims Alcalasa®, Neutrasa® i Tripsina PTN van ser donats per Novozymes A/S

(Novo Nordisk A/S, Bagsvaerd, Dinamarca) i els enzims Papaina, Plasmina i Pepsina
eren de Sigma (Sigma-Aldrich Chemie Gmbh, Steinhem, Alemanya).

5.3.3 Hidrolisi enzimatica

Les reaccions d’hidrolisi enzimatica es van dur a terme en recipients de vidre que es
mantenien en agitacié constant sobre una placa calefactora. Durant la reaccié es
controlaven constantment el pH i la temperatura de h solucié, que depenien del tipus
d’enzim utilitzat, amb un pHmetre i una sonda de temperatura (ambdés de Crison
Instruments, S.A., Alella, Barcelona). El muntatge que es va fer servir per a les reaccions
d’hidrolisi es mostra a la Figura 5.1.

El procés de preparacio i obtencié dels hidrolitzats va consistir en preparar una solucio
d'Hb en aigua destil-lada (dilucié 1/2, 1/3 o 1/4). La solucio es va ajustar al pH optim
d’actuacioé en funcio del tipus d’enzim: pH 8,5 per Alcalasa, pH 7 per Neutrasa, pH 3 per
Pepsina, i pH 7,5 per Tripsina, Plasmina i Papaina. Quan es va arribar a la temperatura
optima de reacci6 (55°C per Alcalasa; 50°C per Neutrasa, 40°C per Tripsina i Pepsina, i
37°C Plasmina i Papaina), es va addicionar una determinada concentracio d'enzim.
Durant el temps que durava la reaccid, es controlava constantment la temperatura i es
mantenia el pH de la solucié per addici6 de NaOH o HCI. Les reaccions es van aturar
mitjancant un increment o una disminucié del pH de les solucions per produir una
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inactivacié enzimatica irreversible en funcido de les proteases utilitzades: pH 5 per
Alcalasa, Neutrasa i Pepsina, i pH 4 per Tripsina, Papaina i Plasmina. Finalment, les
solucions dels hidrolitzats es van centrifugar a 20.090 x g (Sorvall RC-5C Plus, Dupont
Co., Newton, Connecticut, U.S.A.), a 20°C durant 30 min. Després de la centrifugacio, es
va separar la fraccié soluble o hidrolitzat dels fragments de globina que contenien el grup
hemo (fraccio insoluble o pellet) mitjangant decantacio. Les solucions d’Hb hidrolitzada es
van mantenir en refrigeracio fins que es realitzaven les analisis corresponents.

» control pH

» pHmetre

soluci6 d’'Hb

sonda
temperatura

Figura 5.1: Muntatge utilitzat per dur a terme les reaccions
d’hidrolisi enzimatica de la FC.

5.3.4 Grau d’hidrolisi

El grau d’hidrolisi (% GH) és una mesura de I'abast de la degradacid hidrolitica d'una
proteina i es defineix com la relacié entre el nitrogen amino i el nitrogen total (NA/NT) o el
percentatge d’enllagcos peptidics trencats (Adler-Nissen, 1979). El GH esta considerat
com el sistema més practic i convenient per controlar un procés d’hidrolisi; a més, també
és l'indicador més estesament utilitzat per fer comparacions entre diferents hidrolitzats
proteics, donat que el GH és el principal determinant de les propietats dels hidrolitzats
proteics (Adler-Nissen, 1986 i Mahmoud et al., 1992, a: Mahmoud, 1994).

Existeixen diversos metodes per mesurar el grau d’hidrolisi, com per exemple: la
determinacié del nitrogen soluble després de fer precipitar la proteina amb acid
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tricloracetic (TCA), la valoracié del prot6 alliberat després de la ruptura d’'un enllag
peptidic a determinats pHs, i la determinacié dels grups a-amino lliures, com el
procediment de valoracio amb formol i el metode de I'acid trinitrobenzensulfonic (TNBS)
(Guadix et al., 2000).

El grau dhidrolisi obtingut als nostres hidrolitzats es va determinar pel procediment del
TNBS descrit per Adler-Nissen (1979). Aquest metode permet la determinacio de la
concentracio de grups a-amino primaris que s’han format durant la hidrolisi proteica, i
consisteix en que els grups amino lliures que s’alliberen per cada enllag peptidic
hidrolitzat, reaccionen amb el TNBS en condicions alcalines i formen un complex de color
groc, la densitat optica del qual es pot mesurar espectrefotométricament.

Les mostres de I'hidrolitzat proteic es dissolien en dodecil sulfat sodic (SDS, Panreac
Quimica S.A., Montcada i Reixac, Barcelona) a I'1,0 %, a una concentracioé d’entre 0,25 i
2,5 x 10° equivalents amino/L. Una aliquota de 0,250 mL de la solucié de Ihidrolitzat en
SDS a I'l % es mesclava amb 2,0 mL de tampé sodi fosfat (pH 8,2) en un tub d’'assaig i
s’afegien 2,0 mL d’acid trinitrobenzensulfonic (TNBS, Sigma-Aldrich Chemie Gmbh,
Steinhem, Alemanya) al 0,10 %. Els tubs amb la mostra i els reactius s'incubaven a 50 +
1°C durant 60 minuts i a la foscor, perque la reaccié es pot accelerar per I'exposicio a la
llum. La reaccié s'aturava per addicié de 4,0 mL d’acid clorhidric 0,10 N (pH 3,7-3,9), els
tubs es refredaven fins a temperatura ambient i es llegia I'absorbancia de les mostres a
340 nm en un espectrefotometre Shimatzu UV-160A (Shimatzu Corporation, Kyoto, Japd)
enfront aigua destil-lada. Per obtenir la recta patré es va utilitzar 'aminoacid L-Leucina
(Merck KGaA, Damstadt, Alemanya).

El grau d’hidrolisi (% GH) es va obtenir a partir dels equivalents amino/g de L-Leucina de
les mostres a través de I'equacio de la corba patré i es va calcular com la concentracio
dels grups a-amino formats durant la hidrolisi (en miliequivalents/g de proteina), és a dir,
com el percentatge d’enllagos peptidics hidrolitzats durant la reaccié (Olsen, 1985;
Petersen et al., 1995), segons I'expressié seguent:

nombre d’enllagos peptidics trencats
GH (%) = x 100
nombre total d’enllagos peptidics

Es va considerar que el nombre total d'enllacos peptidics presents a la molécula
hemoglobina era de 8,38 miliequivalents/g de proteina (Olsen, 1985). Cada determinacio
es va dur a terme per duplicat sobre cada mostra.
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5.3.5 Percentatge de nitrogen no proteic

Per tenir informacié complementaria a la determinacié del grau d’hidrolisi pel métode del
TNBS, també es va determinar la relacidé entre el contingut de nitrogen no proteic i el
contingut de nitrogen total (% NNP/NT) dels hidrolitzats. Per avaluar el nitrogen no proteic
es va procedir a fer precipitar la proteina de I'hidrolitzat amb acid tricloracetic (TCA,
Panreac Quimica S.A., Montcada i Reixac, Barcelona) al 25 %. Un cop la proteina havia
precipitat, la solucié es filtrava amb un filtre Watman 40 i es determinava el contingut en
nitrogen del filtrat (NNP). Els percentatges de NNP i de NT es van determinar pel metode
Kjeldahl (norma 1SO R937). Cada determinacié es va fer individualment per duplicat
sobre cada mostra.

5.3.6 Experiments preliminars

A continuacié s’exposen els diferents experiments preliminars que es van dur a terme
amb diversos enzims, a diferents concentracions i condicions de reaccio:

a) Alcalasa (a partir d’alguns procediments d’obtencio d’hidrolitzats proteics descrits per
Liceaga-Gesualdo i Li-Chan (1999); Olsen (1985) i Synowiecki et al. (1996)): Es van
realitzar diferents reaccions d’hidrolisi enzimatica amb Alcalasa 2,4 L en dilucions de
FC en aigua destil-lada al 1/2, 1/4 i 1/3. Les concentracions d’Alcalasa assajades van
ser 0,4; 0,51 1 % (g de la preparacio enzimatica comercial per 100 mL de FC). Les
reaccions es van dur a terme a 55°C i a pH 8,5 durant diferents periodes de temps
(30, 60, 120, 150 i 180 min).

b) Neutrasa (a partir del treball d’Aubes-Dufau i Combes (1997)): En el cas de la
Neutrasa 0,8 L es van dur a terme reaccions d’hidrolisi de solucions de FC diluides
en aigua destil-lada a la meitat (dilucié 1/2). Les concentracions de Neutrasa afegides
van ser del 0,51 de I'l % (g d’enzim comercial per 100 mL de FC). Les reaccions es
van dur a terme a 50°C i a pH 7 durant diferents periodes de temps (30, 60 i 120
min).

c) Papaina: Es van provar reaccions amb Papaina de 1,8 unitats/mg a una
concentracio del 0,5 % (g d’enzim per 100 mL de FC) en solucions de FC en aigua
destil-lada (dilucié 1/4). Les hidrdlisis es van realitzar a 37-40°C i a pH 7,5 durant 60,
90, 120, 180 min i 20 hores.

d) Plasmina: Es va provar d’'obtenir hidrolitzats de FC amb I'enzim Plasmina de 3,2
unitats/mg. En aquest cas, es van afegir 0,5 mL d’'una dilucioé prévia de 1,6 mg de
I'enzim en 2,5 mL d’aigua destil-lada en solucions de FC en aigua destil-lada (dilucio
1/3). Les hidrolisis es van realitzar a 37-40°C i a pH 7,5 durant 2, 3i 30 hores.
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e) Pepsina: Amb la Pepsina de 452 unitats/mg, les concentracions assajades van ser
del 0,34 i de I'1 % (g d’enzim per 100 mL de FC) en dilucions de FC en aigua
destil-lada al 1/3 i les hidrolisis es van fer a 37-40°C i a pH 3 durant 1, 2, 3, 4i 6
hores.

f) Tripsina: Les hidrolisis amb Tripsina (PTN Novo 3.0 P) es van fer sobre solucions de
FC en aigua destil-lada (dilucié 1/3) a concentracions de I'1 % (g d’enzim per 100 mL
de FC), durant 1, 2, 4i 6 hores a 40-50°C ia pH 7,5.

g) Tripsina + Pepsina (hidrolisi combinada amb Tripsina i Pepsina): Donat que per
poder hidrolitzar 'Hb amb Pepsina calia treballar a unes condicions de pH massa
acides (pH 3) que produeixen la desnaturalitzacié de I'Hb i, per tant, un elevat
espessiment i/o coagulacio de la solucié de FC, es va pensar que una hidrolisi
combinada dels enzims Tripsina i Pepsina podria donar-nos bons resultats. Per
aquest motiu, es van provar processos d’hidrolisi amb la utilitzacié conjunta dels 2
enzims. Aquestes reaccions van consistir en portar a terme, en primer lloc, una
hidrolisi amb un 1 % de Tripsina sobre solucions de FC en aigua (dilucié 1/3) durant
120 i 180 min, a 40°C i a pH 7,5. Un cop la FC s’havia hidrolitzat amb la Tripsina, es
podia acidificar la solucié fins a pH 3 sense que es produis augment de la viscositat,
s’afegia un 1 % de Pepsina i es duia a terme la hidrolisi pépsica durant 120 i 180 min,
a 40°C i en condicions acides (pH 3).

Després de cadascuna de les diferents reaccions d’hidrolisi descrites, les solucions d’Hb
hidrolitzada es van ajustar a pH 5 o pH 4 i es van centrifugar, tal com s’ha descrit
anteriorment. Dels diferents tipus d’hidrolitzats proteics obtinguts es van avaluar: el grau
de descoloracié, el rendiment en I'obtencié d’hidrolitzat soluble (com el percentatge de
sobrenedant respecte al volum de solucié d’hidrolitzat total abans de la centrifugacio), el
grau d’hidrolisi (% GH) i el % NNP/NT assolits en les diferents reaccions.

Per avaluar el grau de descoloraci6é de les mostres de sobrenedants dels hidrolitzats que,
després de la centrifugacié, eren de color marrd transparent, es va determinar
labsorbancia a 407 nm (longitud dona dabsorci6 del pigment hemo) amb un
espectrefotometre Shimatzu UV-160A (Shimatzu Corporation, Kyoto, Jap0) enfront aigua
destil-lada. Les lectures de I'absorbancia es van fer sobre dilucions dels sobrenedants en
aigua destil-lada a I'1/100 (en el cas dels hidrolitzats amb Alcalasa i amb
Tripsina+Pepsina) o 1/1000 (dels hidrolitzats amb Pepsina).
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5.3.7 Aplicacié de l'alta pressié hidrostatica sobre I'obtencié d’hidrolitzats
proteics de la fraccié cel-lular

Com hem vist al Capitol 4, I'alta pressio hidrostatica produeix certa desnaturalitzacio de la
molecula Hb de la FC i, a més, esta descrit que els tractaments HHP poden induir
I'activacio d’alguns enzims. Ambdés factors poden tenir efectes sinérgics o additius sobre
el procés d'hidrolisi enzimatica de I'Hb i, per tant, afavorir el procés d'obtencio
d’hidrolitzats proteics descolorats de la FC. Els objectius concrets d’aguesta part del
treball son investigar si I'aplicacié del tractament HHP millora el procés d'obtencié
d’hidrolitzats proteics descolorats mitjangant hidrolisi enzimatica a partir de la FC tractada
amb Tripsina, Tripsina+Pepsina i Alcalasa, els quals eren els enzims que havien donat els
millors resultats quant a la capacitat d’obtenir hidrolitzats descolorits als experiments
preliminars.

5.3.7.1 Disseny experimental

Es va realitzar un experiment aleatoritzat per blocs complets que va consistir en obtenir 5
mostres diferents de FC (5 repeticions), procedents de mostres de sang de porc
recollides en diferents dies pero sota les mateixes condicions. A la Figura 5.2 es mostra el
procediment experimental que es va dissenyar per avaluar l'efecte de l'aplicacié del
tractament HHP sobre el procés d’obtencié dels hidrolitzats. A la Taula 5.2 es resumeixen
els 6 tipus diferents de tractaments d’hidrolisi assajats i les condicions de reaccio
aplicades.

Cadascuna de les 5 mostres de FC hemolitzada es va dividir en 6 aliquotes d'uns
200 mL. Tres es van sotmetre al tractament HHP (400 MPa, a 20°C, durant 15 min) abans
de I'addicio del enzims proteolitics (HP+E); 2 mostres amb Tripsina i una amb Alcalasa
(mostres HP+E 1, 2 i 3, respectivament) i es van dur a terme les reaccions d’hidrolisi
corresponents. La mostra HP+E 2, després de la hidrolisi amb Tripsina, es va sotmetre a
una hidrolisi amb Pepsina. D’aquests 3 tipus de tractaments d’hidrolisi es van obtenir els
hidrolitzats T1, T+P1i Al.

Les altres tres aliquotes de FC es van sotmetre a les mateixes condicions de
pressuritzacio pero aquestes ja contenien els enzims (E+HP); dues amb Tripsina i la
tercera amb Alcalasa (mostres E+HP 4, 5 i 6). La mostra E+HP 5, després de la hidrolisi
amb Tripsina es va sotmetre a una hidrolisi amb Pepsina. A partir d'aquestes 3 mostres,
després de les reaccions d’hidrolisis respectives, es van obtenir els hidrolitzats T2, T+P2 i
A2. Els tractaments d’alta pressio hidrostatica es van dur a terme tal com s’ha descrit a
I'apartat 4.3.2 del Capitol 4 i les reaccions d’hidrolisi segons els procediments explicats en
l'apartat 5.3.6 del present capitol.
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* eficacia procés dedecoloraci6

* grau d’hidrolisi (%GH)

* nitrogen no proteic (%oNNP/NT)
 grandaria dels péptids als hidrolitzats

Figura 5.2: Esquema del procediment experimental dut a terme per
determinar els efectes de I'aplicacio del tractament HHP (400 MPa, 20°C,
15 min) sobre I'obtenci6 d’hidrolitzats descolorats d’Hb a partir de la FC.

Taula 5.2: Condicions de reacci6 dels tractaments d’obtencié d’hidrolitzats mitjancant Tripsina (T),
Tripsina i Pepsina (T+P) i Alcalasa (A) a partir de FC sotmesa al tractament HHP abans i després
de I'addici6 dels enzims.

condicions reaccio6

Tractament enzims hidrolitzat

E/S (%) ° T2 (°C) pH t (min)
HP+E 1° Tripsina T1 1 40 7,5 120
HP+E 22 Trip + Pep T+P 1 1+2 37-40 7513 120+60
HP+E 32 Alcalasa Al 1 50-55 8,5 120
E+HP 4° Tripsina T2 1 40 7,5 120
E+HP 5° Trip + Pep T+P 2 1+2 37-40 7513 120+60
E+HP 6° Alcalasa A2 1 50-55 8,5 120

% HP+E: FC sotmesa al tractament HHP abans de I'addicié dels enzims
® E+HP: FC sotmesa al tractament HHP després de 'addici6 dels enzims
 E/S (%): concentracié d’enzim afegida (g de preparaci6 enzimatica comercial per 100 mL de FC)
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5.3.7.2 Caracteritzaci6 dels hidrolitzats

Per avaluar les caracteristiques dels diferents hidrolitzats es va determinar I'eficacia del
procés de descoloracid, el rendiment en I'obtencié de I'hidrolitzat soluble (percentatge de
sobrenedant recuperat després de la centrifugaci6), el grau d’hidrolisi assolit (% GH), el
percentatge de nitrogen no proteic (% NNP/NT), i la grandaria (PM) i concentracio relativa
dels péptids resultants als 6 tipus diferents d’hidrolitzats proteics obtinguts (T1, T+P1, Al,
T2, T+P2 i A2). EI GH i el NNP es van determinar segons les metodologies descrites als
apartats 5.3.4 1 5.3.5, respectivament.

5.3.7.3 Analisi dels peéptids obtinguts als hidrolitzats proteics mitjancant
electroforesi SDS-PAGE

Per determinar de forma més acurada I'abast de la hidrolisi enzimatica que haviem assolit
als diferents tipus d’hidrolitzats proteics obtinguts a partir de I'Hb, ens interessava estimar
la grandaria o el pes molecular dels peptids que composaven els hidrolitzats. Per aixo, es
va dur a terme una caracteritzacio electroforética dels hidrolitzats mitjancant la técnica
SDS-PAGE (electroforesi en gel de poliacrilamida que es realitza en presencia de dodecil
sulfat sodic). Aquesta técnica consisteix en desnaturalitzar les proteines amb SDS i
després realitzar una separacio electroforética dels fragments proteics en funcio del seu
pes molecular en gels de poliacrilamida. En concret, es va utilitzar la técnica SDS-PAGE
en gels d’alta densitat, que permet separar proteines de baix pes molecular i péptids (dins
I'interval de 1.000 a 20.000 Da).

Donat que I'Hb té un pes molecular de 68 KDa (uns 17 KDa cada globina), per estimar la
grandaria aproximada dels péptids als hidrolitzats proteics es van utilitzar com a patrons
uns marcadors de pes molecular d’entre 2.512 i 16.949 Da (Pharmacia Biotech AB,
Uppsala, Suecia) obtinguts a partir de globina de cor de cavall. Els marcadors de pes
molecular havien estat dissolts en tampé Tris 0,01 M, SDS a I'l % (p/v), urea 8 M,
b-mercaptoetanol a I'lL % (v/v), ajustat a pH 6,8 amb acid fosforic, per tenir una
concentracio de proteina de 1 mg-mL™, escalfats a 60°C durant 10 min i, posteriorment,
refredats fins a temperatura ambient abans de I'electroforesi.

a) Preparacio6 de les mostres per a l’electroforesi:

Les solucions dels hidrolitzats es van dissoldre en el mateix tampo utilitzat amb els
marcadors, descrit a I'apartat anterior, a una concentracié de 1 mg-mL" de proteina.
Préviament a l'electroforesi, les mostres diluides i els marcadors reconstituits es van
escalfar a 100°C durant 5 min, es van refredar i s’hi van afegir 2 gotes de Blau de
Bromofenol al 0,01 % com a indicador del front de migracio.
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b) Condicions de separacio electroforetica:

Es van utilitzar gels de poliacrilamida d’alta densitat PhastGel ™ i tires de tamp6 SDS
PhastGel ™ (ambdo6s de Pharmacia Biotech AB, Uppsala, Suécia). Els gels tenen una
zona de compilacié de 13 mm (7,5 % T i 2 % C) i una zona de separacié continua de
20% T i 2 % C; també contenen un 30 % d’etilenglicol i un sistema tamp6 (acetat 0,112
M, Tris 0,112 M, pH 6,5). Les tires tampo en contacte amb els eléctrodes contenen tricina
0,20 M, Tris 0,20 M i un 0,55 % de SDS (pH 8,1). La separacio i el desenvolupament dels
gels es va dur a terme en un equip PhastSystem ™ (Pharmacia Biotech AB, Uppsala,
Suecia) que consta d’'una unitat de control i un compartiment de separacio electroforetica
amb un llit de separacié amb capacitat per a 2 gels, i una unitat per al desenvolupament
dels gels. A cada gel es van carregar uns nL. de 3 mostres diferents, de manera que en
cada gel s’analitzaven per duplicat dos mostres dels hidrolitzats de FC i un marcador de
PM. Les condicions de separaci6 electroforética foren les seguents:

a) Pre-electroforesi: voltatge: 500 V; corrent: 10,0 mA; potencia: 3,0 W; T& 15°C,
durada: 1 Vh.

b) Aplicacio: 500 V; 1,0 mA; 3,0 W; 15°C; 1 Vh.
c) Separacio: 500 V; 10,0 mA; 3,0 W; 15°C; 158 Vh.

c) Desenvolupament dels gels:

El revelat dels gels es va realitzar mitjancant una tinci6 amb blau de Coomassie. Els
reactius utilitzats van ser: solucio de fixacio, gluteraldehid al 2,5 % en aigua destil-lada;
soluci6 de tincioé blau de Coomassie al 0,1 % (Blau PhastGel R) en etanol al 30 % i acid
acetic al 10 % en aigua destil-lada; solucié de rentat o destintat, etanol al 30 % i acid
acetic al 10 % en aigua destil-lada; i solucié conservant, glicerol al 10 % i acid acetic al 10
% en aigua destil-lada. El procés de desenvolupament del gels de poliacrilamida d’alta
densitat es va fer a 50°C en el mateix equip descrit per a la separacié electroforéetica i
constava de les seglents etapes: 4 min per a la fixacid, 8 min per a la tincio, 23 min per al
destintat, i 5 min per a la conservacio.

d) Estimacio de la grandaria dels peptids obtinguts en els hidrolitzats d’Hb:

Existeix una relacié lineal entre el logaritme del pes molecular (logi;,,PM) d’un polipéptid
desnaturalitzat amb SDS i el seu Rf. El Rf es calcula com la relaci6 entre la distancia
migrada per la molécula respecte de la distancia de migracio de la banda que ha

recorregut més distancia (o punt de referencia), a partir de la segiient expressio:

distancia de la banda des de I'origen

Rf =
distancia des de I'origen cap al punt de referéncia
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Per determinar el pes molecular relatiu (PMr) es representa una recta patré a partir de la
distancia de migracio respecte el log;,PM dels patrons de pes molecular i, finalment, es
calcula el logi;oPMr de la mostra després de mesurar la seva distancia de migracio en el
mateix gel.

El pes molecular aproximat dels péptids en els hidrolitzats es va estimar a partir dels
patrons de pes molecular conegut, determinant la distancia de migracio de les bandes
mitjancant el programa d’'analisi d’imatges 1D Kodak Digital Science™ (Eastman Kodak
Company, 1999). Amb el mateix programa es va estimar l'area de cadascuna de les
bandes (en cm?) i aquest parametre es va utilitzar per quantificar la concentracio relativa
(%) de cada péptid dels diferents hidrolitzats, que es va expressar com el percentatge
d’area de k banda respecte al total de les bandes de cada mostra. La caracteritzacio
electroforética es va fer sobre 4 repeticions d’hidrolitzats i cadascun es va analitzar per
duplicat en un mateix gel.

5.3.8 Deshidrataci6 per atomitzaci6 dels hidrolitzats T+P de la FC

A partir dels resultats dels experiments preliminars i de I'estudi de I'efecte de I'aplicacié de
l'alta pressid hidrostatica sobre I'obtencié d’hidrolitzats proteics mitjancant Alcalasa,
Tripsina, i Tripsina seguit de Pepsina, es va escollir aquest ultim com el procediment
d’hidrolisi que permetia un maxim grau de descoloracio de la FC.

Per determinar les millors condicions de deshidratacié per atomitzacié dels hidrolitzats
descolorats es va dur a terme un experiment amb 6 mostres diferents d’hidrolitzats
tripsics i pépsics d’'Hb que s’havien obtingut en dies diferents perd sota les mateixes
condicions. Els hidrolitzats T+P d’Hb es van obtenir sense I'aplicacio del tractament HHP
a la FC, de manera que per aconseguir el mateix grau de descoloraci6 i, per tant, el
mateix GH (30 %), les hidrolisis es portaven a terme a 40°C, durant 2 h amb un 2 % de
Tripsina (a pH 7,5), seguit d'1 h amb un 4 % de Pepsina (a pH 3). En acabar les
reaccions, les solucions s’ajustaven a pH 5 abans de la centrifugacié.

Els hidrolitzats T+P de FC es van dividir en 4 aliquotes, una es va utilitzar com a control
(hidrolitzat liquid) i les altres 3 es van deshidratar per atomitzacidé en un equip de
laboratori Buichi Mini Spray Dryer B191 (Buchi Labortechnik AG, Flawil, Suissa) a 3
temperatures diferents (170, 180 i 190°C) i a un cabal d’alimentacié constant d’'uns 670
mL-h™. Les temperatures de sortida de I'aire van oscil-lar entre 75 i 95°C en funcio de la
temperatura d’entrada. Es van deshidratar amb un cabal d’aire d’aspiracié de 60 L-h" i 5
bar de pressio pel flux d'aire per a la polvoritzacié. El diagrama de flux del procés
d’obtenci6 dels hidrolitzats T+P d’Hb deshidratats per atomitzacié es mostra a la Figura
5.3. Les mostres d’hidrolitzats T+P d’Hb en pols es van envasar en recipients de plastic
estérils tancats a temperatura ambient fins que es realitzaven les analisis corresponents.
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Les millors condicions de deshidratacié es van fixar a partir dels resultats obtinguts en la
determinacio dels efectes de la temperatura d’entrada de l'aire sobre el contingut en
humitat, la solubilitat proteica a pH 5 i els parametres CIE L*a*b* del color dels hidrolitzats
en pols.

SOLUCIO D’HEMOGLOBINA

(FC hemolitzada)
ajustarapH 7,5

HIDROLISI amb TRIPSINA | pH 7,5/ 2h/40°C

- »

ajustar apH 3 |
J p v

HIDROLISIamb PEPSINA pH 3/ 1h/40°C

ajustarapH5 |

- ! -20°
CENTRIFUGACIO | 20090x9/307/15-20°C

fragments d’Hb amb
* ) el grup Hemo (pellet)
Hb HIDROLITZADA
(sobrenendant)

= —] inlet 180°C
DESHIDRATACIO PER ATOMITZACIO| outlet 85°C

<.

HIDROLITZAT d'Hb
EN POLS

Figura 5.3: Diagrama de flux del procés d'obtencid dels hidrolitzats
tripsics i pépsics d’hemoglobina deshidratats per atomitzacio.

5.3.9 Caracteritzacio fisico-quimica i microbiologica dels hidrolitzats T+P
d’hemoglobina

La caracteritzacio fisico-quimica dels hidrolitzats T+P de FC deshidratats per atomitzacio
va consistir en determinar els continguts en humitat (norma 1SO R-1442), proteina total
pel métode Kjeldahl (ISO R-937), sals minerals (ISO R-936) i els parametres CIE L*a*b*
del color dels hidrolitzats en pols, segons els procediments descrits a I'apartat 2.2.6.
Totes les determinacions es van dur a terme com a minim per duplicat sobre 11 mostres
diferents d’hidrolitzats T+P d’Hb que s’havien deshidratat per atomitzacio a 180°C tal com
s’ha descrit a l'apartat 5.3.8. Per dur a terme la caracteritzacid6 microbiologica dels
hidrolitzats T+P de FC deshidratats per atomitzacio, aixi com dels hidrolitzats liquids i de
la primera materia de partida, es van determinar els recomptes totals de microorganismes
aerobis mesofils dels 3 tipus de mostres, amb la finalitat de conéixer I'efecte del procés
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d’hidrolisi enzimatica i de la posterior deshidratacié per atomitzacié sobre la microbiota
contaminat inicial present a la FC. La caracteritzacié microbiologica es va dur a terme
sobre les mateixes mostres de la caracteritzacid fisico-quimica. Els recomptes totals es
van determinar segons el procediment descrit a I'apartat 2.2.5.1, en medi Base Agar Sang
(Oxoid Ltd.). Les plaques s’'incubaven en una estufa de cultiu a 37 + 1°C durant 24 hores i
posteriorment es realitzava el recompte de les colonies crescudes.

5.3.10 Determinacié de les propietats funcionals dels hidrolitzats T+P
d’hemoglobina deshidratats per atomitzacio

En primer lloc, es van fer una serie de proves preliminars per posar a punt els métodes de
determinaci6 de les propietats funcionals que s’havien utilitzat en la FC pressuritzada i la
FC control, per adaptar-les als hidrolitzats d'Hb.

Per provar si els hidrolitzats presentaven capacitat de gelificacié o de formacio de pastes,
unes solucions de r'hidrolitzat en pols al 10 i al 20 % (p/v) en aigua destil-lada es van
sotmetre a escalfament a 80°C durant 30 min, es van refredar i es van deixar reposar
durant unes 12 hores, perd no es va obtenir cap pasta i les solucions van romandre
liquides. La hidrolisi produeix una disminucié de la hidrofobicitat i un increment de la
carrega neta de les proteines dels hidrolitzats que condueix a un increment de les forces
de repulsié entre els péptids. Ambdds factors son responsables de la pérdua de la
capacitat de gelificacid dels hidrolitzats i que aquests romanguin solubles després de
l'escalfament, sense formar agregats o precipitats (Mahmoud, 1994). Per tant, es va
descartar la determinacio de la capacitat de formacié de pastes o de gels per escalfament
als hidrolitzats d’Hb.

La determinacié de les propietats funcionals dels hidrolitzats T+P d’Hb deshidratats per
atomitzacié es va dur a terme sobre 5 mostres diferents d’hidrolitzats que s’havien
obtingut en diferents dies perd sota les mateixes condicions. Les diferents propietats
funcionals (solubilitat proteica, activitat emulsionant, capacitat escumant i estabilitat de les
emulsions i de les escumes) es van determinar a pH acid (5), que era el pH de I'hidrolitzat
liquid després de la centrifugacio, i a pH neutre (7) segons les metodologies descrites a
'apartat 4.3.7 amb algunes modificacions:

a) Solubilitat proteica: es va determinar com el percentatge de proteina soluble a pH
acid (pH 5) i a pH neutre (pH 7) respecte el percentatge de proteina total. Les
determinacions es van fer en solucions de rhidrolitzat liquid al 4 % (p/v) i de
I'hidrolitzat en pols a I'1 % (p/v).

b) Capacitat escumant i estabilitat de 'escuma: es van determinar sobre solucions de
200 mL de I'hidrolitzat en pols a I'l % (p/v) en aigua destil-lada.
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c) Activitat emulsionant: es va determinar sobre emulsions preparades amb solucions
de I'hidrolitzat en pols en aigua destil-lada en concentracions de 0,1; 0,25; 0,5; 1; 1,51
2 % (p/v). La determinaci6 de I'absorbancia a 500 nm, a t=0 i t=10 min, es va realitzar
a partir d'una dilucié de 200 niL de I'emulsié obtinguda en 20 mL de SDS al 0,1 %
(dilucié 1:100).

5.3.11 Tractament estadistic de les dades

Les dades es van analitzar utilitzant el paquet estadistic JMP versié 2.0 (SAS Institute,
Inc., 1990). Per avaluar els efectes de I'aplicacié del tractament amb altes pressions
hidrostatiques sobre el procés d’obtencié d’hidrolitzats d’'Hb (amb Tripsina, Tripsina seguit
de Pepsina, i Alcalasa) es va aplicar I'analisi de la variancia (ANOVA) per investigar si
existien diferéncies significatives entre tractaments sobre el GH i el NNP/NT.

En la determinacié de les condicions de deshidratacié per atomitzacié dels hidrolitzats
T+P d’'Hb es van investigar els efectes de la temperatura de deshidratacid sobre el %
d’humitat, la solubilitat i els parametres del color. Pel que fa a la caracteritzacio
microbiologica dels hidrolitzats es van avaluar els efectes del tractament (procés
d’hidrolisi i deshidratacié) sobre els recomptes totals. En el cas de les propietats
funcionals, es van avaluar els efectes del tractament (deshidratacié) i del pH sobre la
solubilitat proteica, els efectes del pH sobre la capacitat escumant i I'estabilitat de
'escuma, i els efectes del pH i la concentracio d’hidrolitzat sobre I'activitat emulsionant.

En tots els casos, per a la comparacié de mitjanes es va aplicar el test de Tukey-Kramer
HDS amb un nivell de significacié6 de P=95 %. Les dades que presentaven un valor de
P<0,05 a partir del test de Barlett es van transformar. En els resultats dels recomptes
microbiologics es va utilitzar les dades log-transformades, mentre que en el % de
solubilitat, NNP/NT i d’escuma s’aplicava la transformacié arcsin [(% parametre/100)"?].

5.4 RESULTATS I DISCUSSIO
5.4.1 Experiments preliminars per al’obtencid d’hidrolitzats a partir de I'Hb

A continuacié es resumeixen els resultats de les determinacions del rendiment en
'obtencié d’hidrolitzat soluble, el grau d’hidrolisi assolit, el % NNP/NT i el grau de
descoloracié aconseguit en els diferents tipus d’hidrolitzats proteics de FC obtinguts als
experiments preliminars (Taula 5.3).
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Taula 5.3: Percentatge de sobrenedant després de la centrifugacid, grau d’hidrolisi, nitrogen no
proteic i grau de descoloracié als sobrenedants de les solucions d’hidrolitzats d’Hb obtinguts
mitjangant diferents enzims proteolitics i condicions d’hidrolisi.

. ., it . |
Enzim condicions reacci6 centrifugacio % GH | % NNP color
E/s @|1aec)| pH | t(min) | sobren pellet @ @ | Abs 407 nm
(%) (%)
Alcalasa | 0,5 55 8,5 60 - - 25,77 -@ marro fosc
A 0,5 55 8,5 60 91,4 8.6 - -
A 0,4 55 8,5 60 82,1 17,9 - -
A 0,4 55 8,5 60 86,6 13,4 - -
A 0,5 55 8,5 60 89,8 10,2 - - 1,914
A 0,5 55 8,5 60 82,6 17,4 27,91 55,21 2,021
Alcalasa | 0,5 55 8,5 120 - - 34,16 - marré fosc
A 0,5 55 8,5 120 83,3 16,7 - - translucid
A 0,4 55 8,5 120 78,8 21,2 - -
A 0,4 55 8,5 120 85,4 14,6 - -
A 0,5 55 8,5 120 86,8 13,2 - - 0,182
A 0,5 55 8,5 120 89,4 10,6 35,45 70,35 2,142
A 0,5 55 8,5 120 81,3 18,8 32,95 91,69 0,382
A 0,5 55 8,5 120 82,0 18,0 - 65,91 | marré6 fosc
A 1 55 8,5 120 76,2 18,8 41,59 88,11 0,360
Alcalasa | 0,4 55 8,5 150 77,5 22,5 - - transparent
A 0,5 55 8,5 180 82,1 17,9 - -
Neutrasa| 0,5 | 50 7 30 89,3 10,7 13,46 - marr6 fosc
N 1 50 7 30 86,8 13,2 12,61 -
Neutrasa| 0,5 50 7 60 - - 11,4 - marré fosc
N 1 50 7 60 87,9 12,1 12,29 -
Neutrasa | 0,5 50 7 120 84,9 15,1 14,08 - marré fosc
N 1 50 7 120 85,9 14,1 19,51 -

Papaina | 0,5 37 7,5 60 97 3 - - no descolo-
Pap 0,5 37 7,5 90 96,5 3,5 - - riment
Pap 0,5 37 7,5 120 96,6 3,4 - - (vermell-
Pap 0,5 37 7,5 120 91,5 8,5 - - marro)
Pap 0,5 37 7,5 |180-20h 91,5 8,5 - -

Plasmina| 0,3 37 7,5 180 100 - - vermell
Plas 0,3 37 7.5 180 100 - - vermell
Plas 0,6 40 7.5 30 h 100 0 - - vermell

(continua)



178

Hidrolitzats proteics

Continuacié Taula 5.3:

Enzim |E/S®|TaeC)| pH | t(min) | sobren pellet | % GH | % nNp | color
(%) (%) @ @ | Abs 407 nm
Pepsina | 0,34 40 3 60 82 18 6,38 10,38 0,406
P 0,34 40 3 120 84,2 15,8 6,71 8,02 0,399
P 0,34 40 3 180 88,2 11,8 7,79 8,75 0,381
P 1 40 3 120 60 40 18,23 44,79 0,120
P 1 40 3 240 85 15 23,25 48,2 0,199
P 1 40 3 360 37 63 23,17 56,36 0,151
Tripsina 1 50 8 120 97,3 2,7 - - no descolo-
T 1 50 8 240 97,5 2,5 - - riment
T 1 50 8 360 98,1 1,9 - - (vermell
T 1 50 7,5 120 75 25 - 15,75 fosc)
T 1 50 7,5 180 70 30 - 23,09
T 1 50 7,5 120 75,5 24,5 - 34,82
Trip+Pep| 1+1 | 50-40 | 813 | 2+2h 41 50 | 2364 ”ar(‘)sygfl‘;em
T+P 1+1 | 50-40| 8i3 2+2h 44 56 28,12 77,8 0,038
T+P 1+1 | 50-40| 8i3 3+3h 42,8 57,2 27,52 - 0,213
T+P 1+1 | 50-40 | 8i3 3+3h 37 63 34,34 89,9 0,070

! GH: grau d'hidrolisi (%)

2 NNP/NT: nitrogen no proteic respecte nitrogen total (%)

*EIS (%): concentracié d’'enzim afegida (g de preparacié enzimatica comercial per 100 mL de FC)
* no determinat

a) Alcalasa: de les hidrolisi realitzades a 55°C i a pH 8,5, durant 30, 60, 120 i 180 min,

es va observar aclariment de la solucié d’'Hb (color marré transparent) a partir dels
120 min de reaccio, corresponent a un grau d’hidrolisi del 36 % i un % NNP/NT del
79 % aproximadament. Aquestes condicions van permetre recuperar un 83 % de
sobrenedant després de la centrifugaci6. Olsen (1985), per obtenir hidrolitzats de la
FC amb d'Alcalasa 0,6 L, proposa un GH del 18-20 %, amb el qual s’aconsegueix
una solucié de color marré que s’ha d'acabar de purificar. Synowiecki et al. (1996),
mitjancant la hidrolisi de la FC bovina amb Alcalasa, aconseguien la maxima
recuperacio de nitrogen a partir de la FC amb un GH del 25 %, malgrat que, si el GH
era superior al 19 %, els hidrolitzats eren molt amargants, mentre que Liceaga-
Gesualdo i Li-Chan (1999), per obtenir hidrolitzats de proteines de peix amb
Alcalasa, recomanen un GH del 36 %, que coincideix amb I'assolit en els nostres
experiments.
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b)

d)

f)

9)

Neutrasa: en el cas dels assaigs realitzats per hidrolitzar la FC amb Neutrasa, a
50°C i a pH 7 durant 30, 60 i 120 min, el grau d’hidrolisi assolit (13 %) era forca
inferior als obtinguts amb 'Alcalasa i no es va aconseguir descolorar la solucié d’Hb.
Aubes-Dufau i Combes (1997) també van observar que la protedlisi de 'Hb amb
Neutrasa era debil, i que per obtenir un GH del 12 % es necessitaven 14 h de reaccio
amb I'addicié d’'un 12 % d’enzim (E/S).

Papaina: en cap dels assaigs realitzats a diferents temps d’hidrolisi (durant 60, 90,
120 i 180 min i 20 hores) a 37°C i a pH 7,5 es va observar descoloracié de les
solucions d’Hb i aquestes van romandre de color vermell-marré fosc. A meés, desprées
de la centrifugacid, es va separar molt poca quantitat de pellet i el sobrenedant
recuperat (91,5-97 %) es corresponia quasi totalment a la mateixa solucio original.

Plasmina: amb aquest enzim, de les hidrolisis portades a terme a 37°Cia pH 7,5
durant 60, 120, 180 min i 20 hores, tampoc es van observar canvis significatius pel
gue fa al color de les solucions després de la centrifugacié ni es va separar cap
fraccio insoluble.

Pepsina: pel que fa a les proves d’hidrolisi de la FC amb Pepsina (a 40°C i a pH 3
durant 2, 4 i 6 h), costava molt arribar a les condicions de pH optimes d’actuacio de
I'enzim, donat que s’havia d’acidificar fins a pH 3 i, malgrat que la FC estava diluida,
es produia un elevat espessiment de la solucié. No es va observar descoloriment i
els sobrenedants recuperats, entre el 60 i el 86 % de la solucié inicial, presentaven
un color marr6 fosc. Tanmateix, els valors del GH (6,4-23,2 %) i del NNP/NT
(8,4-52,3 %) eren més moderats que els assolits amb I'Alcalasa | donat que la
Pepsina és un enzim amb una major especificitat, les seves possibilitats d’aplicacié
no es van descartar totalment.

Tripsina: no es va aconseguir el descoloriment dels sobrenedants en cap de les
diferents proves realitzades a 45°C i a pH 7,5-8 durant 2, 4 i 6 h. Es va separar entre
un 26 % de fraccio insoluble o pellet quan es centrifugava la solucié a pH 5, i un 2 %
si es centrifugava a pH 8. Per tant, les condicions acides préeviament a la
centrifugacié afavorien el procés de separacio dels fragments d'Hb soluble del grup
hemo. Els hidrolitzats de FC amb Tripsina també presentaven un % NNP/NT més
moderat (16-35 %) que els obtinguts amb Alcalasa.

Tripsina + Pepsina: les hidrolisis que es van dur a terme a uns 40°C i a pH 8, per a
la primera etapa del procés amb Tripsina, i a pH 3 per a la segona etapa amb
Pepsina, durant 2+2 i 3+3 hores de reaccié, conduien a que només es recuperés
entre un 40 i un 43 % de sobrenedant. Aquestes hidrolisis ens van permetre
I'obtencio d’hidrolitzats descolorats i, a meés, el GH assolit amb aquestes reaccions
(25-30 %) era inferior al dels hidrolitzats amb Alcalasa.
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A partir dels resultats dels experiments preliminars es van escollir 3 tipus de tractaments
d’hidrolisi enzimatica que presentaven una major eficacia quant a la capacitat de
descoloracio de la FC. Aquests van ser les hidrolisis amb Tripsina, el tractament combinat
amb Tripsina seguit de Pepsina i la realitzada amb Alcalasa.

5.4.2 Efectes de I'aplicacié de l'alta pressio hidrostatica sobre I'obtenci6
d’hidrolitzats proteics de I’'Hb

Com s’ha descrit al capitol 4, I'exposicié a altes pressions pot produir I'activacié o la
inactivacio dels enzims. L’activitat enzimatica es veu afectada per la pressié depenent de
la intensitat de pressio aplicada, temps i temperatura de pressuritzacio, condicions de pH,
concentracioé de substrat i I'estructura de les subunitats de I'enzim (Hoover et al., 1989;
Leadley i Williams, 1997, a: Tewari et al., 2001). Els enzims poden ser inactivats de forma
reversible o permanent en funcié de la intensitat i la duracié de la pressio aixi com de les
condicions del procés associades. La inactivacié enzimatica per la pressio es produeix
com a resultat d'una alteracio de les estructures intramoleculars o dels canvis
conformacionals als llocs actius. Tanmateix, la inactivacié d’alguns enzims pressuritzats
des de 100 a 300 MPa pot ser reversible. La reactivacio després de la descompressio
depéen del grau de distorsié de la molecula, malgrat que les possibilitats de reactivacio
enzimatica disminueixen en augmentar la pressié per sobre de 300 MPa (Jaenikke, 1981,
a: Barbosa-Cénovas et al., 1998). L'alteracio del comportament dels enzims (inactivacio o
activacid) després de l'aplicacio de la pressié és resultat dels canvis de volum que es
produeixen com a consequéncia dels canvis en la conformacié proteica.

a) Caracteritzacio dels hidrolitzats

Es aquest apartat es presenten les caracteristiques dels 6 tipus diferents d’hidrolitzats i es
comparen amb les dels mateixos tipus d’hidrolitzats obtinguts sense l'aplicacié del
tractament HHP dels experiments preliminars (hidrolitzats control). El rendiment en
'obtencié d’hidrolitzat soluble després de la centrifugacid (sobrenedant), en funcié de
I'enzim utilitzat i de si el tractament amb alta pressié hidrostatica s’aplicava a la FC abans
o després de I'addici6 dels enzims proteolitics es mostra a la Figura 5.4.

Les hidrolisis amb Tripsina (T) i Alcalasa (A) permetien una menor separacié de fraccié
insoluble (pellet) que les hidrolisis amb Tripsina seguida d’'una hidrolisi amb Pepsina
(T+P), a partir de les quals s’aconseguia separar un 45 % de pellet que contenia el grup
hemo. Per altra banda, no es van trobar diferéncies pel que fa a si el tractament HHP
S'aplicava a la FC abans (HP+E) i després (E+HP) de I'addicci6 dels enzims sobre el
percentatge d’hidrolitzat soluble recuperat, ni tampoc en comparacié amb la quantitat
d’hidrolitzat obtinguda a partir de FC no sotmesa a alta pressio.
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Figura 5.4: Sobrenedant recuperat (%) després de la
centrifugacié dels hidrolitzats obtinguts mitjancant Tripsina
(T), Tripsina i Pepsina (T+P), i Alcalasa (A) a partir de FC
sotmesa a altes pressions abans (HP+E) i després (E+HP)
de l'addici6 dels enzims. Les barres d'error indiquen els
intervals de confianca de les mitjanes (P=95 %).

A les Figures 5.5 i 5.6 es mostren els resultats obtinguts en les determinacions del grau
d’hidrolisi i del percentatge de nitrogen no proteic en els diferents tipus d’hidrolitzats
proteics d’Hb obtinguts a partir de mostres de FC que s’havien sotmes al tractament HHP
abans i després de I'addicio dels enzims proteolitics. També es mostren els resultats de
les determinacions dels percentatges de GH i NNP/NT a la FC no hidrolitzada ni
pressuritzada.

La ntensitat de la hidrolisi enzimatica assolida (GH i NNP/NT) als hidrolitzats control
obtinguts a partir de FC no pressuritzada és for¢ca comparable a la dels provinents de FC
sotmesa al tractament HHP abans de l'addici6 dels enzims, perd inferior a la que
s’obtenia quan l'alta pressié s'aplicava a la FC que ja contenia els enzims. Els hidrolitzats
de FC no pressuritzada presentaven un 34 % de GH i un 68 % de NNP, mitjancant
Alcalasa; 26,4 % (GH) i 78 % (NNP) amb Tripsina i Pepsina; i 24,5 % de NNP amb
Tripsina.

Quant als obtinguts a partir de FC pressuritzada, el grau d’hidrolisi més elevat també es
va obtenir mitjan¢ant I'Alcalasa (34 i 35,3 %), seguit de la hidrolisi amb utilitzacié conjunta
de Tripsina i Pepsina (24,4 i 29 %), mentre que el GH dels obtinguts amb només Tripsina
(19 i 24 %) era inferior. El mateix comportament es va observar en el cas del percentatge
de nitrogen no proteic. Es van trobar diferencies significatives (P<0,05) entre el GH i el
NNP/NT dels diferents hidrolitzats. En tots els casos, es va observar que la pressuritzacio
de les mostres de FC que ja contenien les proteases (mostres E+HP) conduia a un
increment dels percentatges de GH i de NNP. Tanmateix, I'efecte del tractament HHP
sobre els enzims només era significatiu en els cas de les hidrolisis amb Tripsina i la
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combinacio de Tripsina i Pepsina, pero no en els hidrolitzats amb Alcalasa, en els quals
no es van trobar diferencies entre els valors del GH i del NNP de les mostres de FC
pressuritzades abans i després d’afegir I'Alcalasa. Els hidrolitzats T2 (mostres E+HP)
tenien un GH significativament superior (P<0,05) als T1 (mostres HP+E), mentre que els

hidrolitzats T+P2 presentaven un NNP superior (P<0,05) als T+P1.
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Figura 5.5: Grau d’hidrolisi (%) ce la FC no tractada (control) i dels
hidrolitzats de FC sotmesa al tractament HHP abans (HP+E) i
després (E+HP) de l'addicié 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 diferents
mostren diferéncies significatives (P<0,05) entre els hidrolitzats.
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Figura 5.6: Percentatge de NNP 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 diferents
mostren diferéncies significatives (P<0,05) entre els hidrolitzats.
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Els tractaments d’hidrolisi mitjancant la combinacié de Tripsina i Pepsina juntament amb
'aplicacio de l'alta pressio van permetre I'obtencié d’hidrolitzats d’Hb descolorats.
L’hidrolitzat que presentava un major grau ce descoloracié era I'obtingut mitjancant la
pressuritzacio de mostres de FC que contenien Tripsina, sotmeses, posteriorment, a una
hidrolisi tripsica i péepsica (fins a un GH del 29 %). En aquests casos, el grau de
descoloriment assolit era superior al de les mostres que s’havien tractat per HHP
préviament a I'addici6 dels enzims (hidrolitzats amb un GH del 24,4 %).

A partir dels resultats de la intensitat d’hidrolisi i del grau de descoloracié assolits en els
hidrolitzats, en funcié de I'enzim utilitzat i de si I'alta pressi6 hidrostatica s’'aplicava a la FC
abans o després de I'addicio de les proteases, s’ha observat que és més eficag aplicar el
tractament HHP a la FC que ja contingui la Tripsina que abans d’afegir 'enzim. Per tant,
la pressuritzacié potencia l'activitat enzimatica de la Tripsina sobre I'Hb, com a
consequencia del fet que els efectes conjunts de l'alta pressio sobre la Tripsina en
combinacié amb la desnaturalitzacié de I'Hb (mostres E+HP) son superiors als efectes del
desplegament de I'Hb nduit per la pressié (mostres HP+E), perque els valors de GH i
NNP de les mostres pressuritzades abans d’afegir els enzims (HP+E) son molt semblants
als dels hidrolitzats control. Segons Tewari et al. (2001), l'increment de [Iactivitat
enzimatica després de la pressuritzacio és conseqiéncia de que l'alta pressio afavoreix
un contacte més estret dels enzims amb els substrats. Els efectes de la pressié sobre les
reaccions enzimatiques poden ser consequéencia dels efectes directes en la reaccio,
canvis conformacionals en I'enzim o la dissociacio de les subunitats enzimatiques (Morild,
1981; a: Balny i Masson, 1993).

L’activitat dels enzims proteolitics en la carn es veu potenciada per I'aplicacié d’altes
pressions (Homma et al.,, 1994). Aquests van observar que les activitats totals de les
catepsines del muscul, responsables de la tenderitzacié de la carn, i de la fosfatasa acida,
indicadora del trencament de la membrana lisosomal, incrementaven quan es sotmetien a
pressions d’entre 1000 i 5000 atm durant 5 min a 2°C perque la pressio produia una
sortida dels enzims de l'interior dels lisosomes. L'alta pressioé pot induir un canvi drastic
en la velocitat de reaccié o en I'especificitat d’'un enzim i es pot utilitzar per digerir de
forma especifica una proteina en un conjunt de proteines durant la proteolisi (Kunugi,
1992, a: Barbosa-Canovas et al., 1998). El processament HHP també es pot utilitzar per
millorar la protedlisi selectiva de proteines. Per exemple, la termolisina digereix
preferentment la b-lactoglobulina després d’'una pressuritzacié a 2000 atm, mentre que la
a-lactalbumina roman intacta. Aquesta aplicacié és molt interessant quan es vol fer una
eliminacio selectiva de la b-lactoglobulina del sérum de la llet sense malmetre la
a-lactalbumina, quan els concentrats de lactosérum es volen utilitzar com a ingredients en
llets modificades per a infants per prevenir problemes al-lergenics (Hayashi et al., 1987, a:
Barbosa-Céanovas et al., 1998). La hidrolisi acida de les proteines millora amb el
tractament HHP, mentre que la hidrolisi del mid6 de blat de moro i de la goma de garrofa
no es veu afectada per la pressio (Cheftel, 1992, a: Barbosa-Canovas et al., 1998).
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b) Analisi electroforetica dels péeptids que composen els hidrolitzats d’Hb

L'estimacié de la distribuci6 de grandaria dels peptids d’'un hidrolitzat pot ser util per
mostrar diferencies en l'actuacio dels diferents tractaments del substrat o enzims
utilitzats. Amb aquesta finalitat, s'utilitzen métodes cromatografics o electroforetics. La
separacio dels peptids i aminoacids d’'un hidrolitzat proteic mitjangant I'electroforesi SDS-
PAGE complementa la informaci6 obtinguda mitjangant la determinacié del grau d’hidrolisi
i permet conéixer millor la composicio del producte (Guadix et al., 2000).

Els patrons electroforetics SDS-PAGE dels diversos hidrolitzats de FC obtinguts amb
Tripsina, Tripsina i Pepsina, i Alcalasa, aixi com de I'Hb no hidrolitzada (FC control) es
mostren a la Figura 5.7. A la Taula 5.4 es presenten els pesos moleculars estimats
mitjans dels peptids i la concentracio relativa mitjana (%) de cadascuna de les bandes.
Els 6 tipus d’hidrolitzats d’Hb mostren diverses bandes de diferent grandaria, compreses
entre 3.600 i 15.600 Da, dins linterval de PM dels marcadors de globina utilitzats. Per
contra, les mostres d’Hb no hidrolitzada (linia C) presenten una Unica banda molt intensa,
amb un pes molecular mitja d’'uns 15.650 Da, corresponent a les globines.
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Figura 5.7: Gels SDS-PAGE dels hidrolitzats proteics d’hemoglobina: (M) Marcadors de pes
molecular de 2,5 a 16,95 KDa; (C) Hemoglobina no hidrolitzada (FC control); ¢, 2 i 3
Hidrolitzats de FC pressuritzada abans de I'addicié dels enzims (mostres HP+E), essent (1)
hidrolitzats amb Tripsina, (2) amb Tripsina i Pepsina, i (3) amb Alcalasa; (4, 5 i 6)
Hidrolitzats de FC pressuritzada amb els enzims (mostres E+HP), essent @) hidrolitzats
amb Tripsina, (5) amb Tripsina i Pepsina, i (6) amb Alcalasa.
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Taula 5.4: Pes molecular estimat i percentatge de cada banda (en negreta) dels diferents péptids
gue composen els hidrolitzats proteics d’Hb obtinguts mitjancant hidrolisi amb Tripsina (T), Tripsina
seguit de Pepsina (T+P) i Alcalasa (A) a partir de FC sotmesa al tractament HHP abans i després
de I'addicié dels enzims i de la FC no hidrolitzada (control).

PM estimat dels peptids (KDa) i percentatge de cada banda (mitjanes % IC)

Banda 1 2 3 4 5 6
Interval PM 14,5-17 12,5145 10-12,5 7,5-10 5-7,5 2,55
atré PM * 16,95 14,4 10,7 8,16 6,21 2,51
P Globina Globina I+Il Globina I+1ll  Globina | Globina Il Globina Il
FC control 15,707 B - - B -
100+ 0
HP+T 15,6 + 0,8 . 12,1+ 0,6 . . -
70 £ 13 30+13
T+HP 15,3+0,9 ) 124 +1,2 . . -
67 + 10 33+10
HP+T+P . . 11,3+1,0 7,3+0,2 . .
49 + 2 51+2
T+HP+P . . 10,2 £ 0,7 75+0,3 . ;
47 + 6 53+6
HP+A 149+0,4 ) 10,6 + 0,5 8,0+0,3 7.1+0,2 3,6+0,1
31+ 4 21+ 2 16+ 1 15+ 3 21+3
A+HP 15,0+0,4 . 10,8 +0,4 8,3+0,3 7,4 £ 0,04 43+15
29+ 6 22+3 16+ 3 17+2 21+3

* Globina I+II: péptid resultant d’'un trencament incomplet de fragments de Globina | i Globina II.
Globina I+IIl: péptid resultant d’'un trencament incomplet de fragments de Globina | i Globina Il
(Pharmacia Biotech AB).

Les concentracions relatives de cada péptid i els pesos moleculars corresponents dels
hidrolitzats obtinguts mitjancant els 6 tipus de reaccions d’hidrolisi son molt similars,
independentment de si el tractament HHP s’aplicava abans o després de I'addicié dels
enzims. Els hidrolitzats amb Tripsina (linies 1 i 4) encara presenten la banda
corresponent a la globina, malgrat que el percentatge relatiu ha disminuit una mica
respecte de les mostres de FC control. Aquesta és la banda principal (69 %) i té un PM
mitja d’aproximadament 15.400 Da. Als hidrolitzats tripsics també s’ha observat una
segona banda secundaria (31 %) de 12.200 Da.

En segon lloc, els hidrolitzats d’'Hb obtinguts amb Tripsina i Pepsina (linies 2 i 5) també
presenten 2 bandes, perd en aquest cas de menor PM que els anteriors i la fraccié
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corresponent a la globina ha desaparegut. El pes molecular de la porcié principal (52 %)
dels hidrolitzats amb T+P és d’'uns 7.400 Da, mentre que la banda secundaria (48 %) és

d’entre 10.200i 11.300 Da.

Per ultim, els hidrolitzats amb Alcalasa (linies 3 i 6) mostren 5 bandes diferenciades, amb
pesos moleculars de 14.900, 10.700, 8.100, 7.200 i 4.000 Da, respectivament, essent la
primera i la majoritaria (30 %) la que es correspondria a la globina, mentre que han
aparegut 4 noves bandes: 2 bandes d’intensitat mitjana, de 10.700 (21 %) i 4.000 (21 %),
i 2 minoritaries, de 8.100 i 4.000 (16 % cadascuna).

Els hidrolitzats tripsics i els obtinguts amb Alcalasa tenen en comud que encara presenten
un cert contingut en globina no hidrolitzada, mentre que I'actuacié consecutiva de Tripsina
i Pepsina ha hidrolitzat completament la globina. L'absencia de globina integra en
aguests hidrolitzats justifica que el grau de descoloracio assolit sigui superior als
obtinguts amb Alcalasa, els quals encara contenen al voltant d’'un 30 % de globina, i als
tripsics, en els quals I'Hb s’ha hidrolitzat poc i encara roman aproximadament un 70 % de
globina i, per aquest motiu, son els que s’havien descolorat menys.

A partir d'aquest resultats, es va escollir el tractament d’hidrolisi amb Tripsina i Pepsina
com a procés més eficac per obtenir hidrolitzats proteics descolorats a partir de I'Hb.
Aquest tractament era el que permetia un major grau de descoloracio i, al mateix temps,
el grau d’hidrolisi de la molécula era més moderat (25-30 %) i inferior a I'assolit amb
I'Alcalasa (34-35 %). En principi, els hidrolitzats tripsics i pépsics d’Hb estan composats
fonamentalment per 2 tipus de peptids, de 10.750 i 7.400 Da. Tanmateix, cal tenir en
compte que els diferents hidrolitzats d’'Hb obtinguts poden contenir altres fragments
proteics de baix pes molecular, que no s’han pogut detectar ni quantificar en I'analisi
electroforetica si el seu PM és inferior a uns 2,5 KDa. A la Taula 5.5 es poden observar
els pesos moleculars i la relacié nitrogen amino/nitrogen total dels principals components
gue formen part dels hidrolitzats proteics.

Taula 5.5: Caracteristiques de les espécies produides en la hidrolisi
enzimatica de proteines (segons Knights, 1985, a: Guadix et al., 2000).

Espécies PM (Da) AN/NT *
proteines >20.000 <0,01
proteoses 5.000-10.000 <0,01
peptones 1.000-6.000 0,1-0,5
péptids 200-500 0,50,8
aminoacids 75-200 0,8-0,9

L AN/NT: relacié nitrogen amino/nitrogen total.
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Els resultats de les determinacions del contingut en nitrogen no proteic en els diferents
tipus d’hidrolitzats (Figura 5.6) confirmen aquesta suposicié donat que els hidrolitzats
tripsics i pepsics presenten un % NNP/NT que oscil-la entre un 58 %, per a les mostres
HP+E (addicié de la Tripsina després del tractament HHP), i un 79 % per a les mostres
E+HP (quan la Tripsina s’afegia a la FC abans del tractament HHP). Per tant, els
hidrolitzats T+P contenen altres fragments de globina, més petits de 2.500 Da (peptones,
péptids i aminoacids lliures), que no s’han pogut determinar amb I'analisi electroforética.

5.4.3 Deshidrataci6 per atomitzacio dels hidrolitzats T+P de FC

En aquest apartat s’exposen els resultats dels experiments realitzats per estudiar la
influencia de la temperatura utilitzada per deshidratar els hidrolitzats tripsics i pepsics
descolorats de la FC sobre el contingut en humitat, la solubilitat proteica i els parametres
del color, per determinar les millors condicions de deshidratacié per atomitzacié.

A la Figura 5.8 es mostra el contingut en humitat dels hidrolitzats T+P d’Hb en funcié de la
temperatura aplicada en la deshidratacio. Els hidrolitzats liquids abans de la deshidratacio
presenten una humitat del 89,02 + 0,42 % i, després de la deshidratacio, s’obtenen pols
amb continguts en humitat d’entre un 5,1 + 0,7 % (quan la temperatura és de 170°C) fins
al 4,8 £ 0,5 % (quan es deshidraten a 190°C). Malgrat que el grau de deshidratacio en els
hidrolitzats en pols és superior en augmentar la temperatura, segons ’ANOVA, no
existien diferéncies significatives (P>0,05) pel que fa a l'efecte de la temperatura de
deshidratacio sobre el contingut en humitat.
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T2 deshidratacio (°C)

Figura 5.8: Percentatge d’humitat (%) dels hidrolitzats
T+P d’'Hb deshidratats per atomitzacié en funcié de la
temperatura. Les barres d’error indiquen els intervals de
confianca de les mitjanes (P=95%). Els tractaments amb
lletres diferents sdn diferents significativament (P<0,05).
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La influencia de la temperatura aplicada en la deshidratacié per atomitzacié sobre la
solubilitat proteica a pH 5 dels hidrolitzats T+P d’Hb es mostra a la Figura 5.9. Es pot
observar que la proteina dels hidrolitzats d’Hb liquid i en pols presenta una solubilitat a
pH acid molt elevada (99 %). En aquest cas, tampoc es van trobar diferéncies
significatives (P>0,05) per I'efecte de la temperatura de deshidratacié sobre la solubilitat.
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Figura 5.9: Solubilitat proteica (%) a pH 5 de I'hidrolitzat T+P
d’Hb liquid (control) i dels hidrolitzats en pols en funcié de la
temperatura de deshidratacié. Les barres d’error indiquen els
intervals de confianca de les mitjanes (P=95%). Les lletres
diferents mostren diferéncies significatives (P<0,05) entre les
mostres deshidratades.

Els valors dels parametres CIE L*a*b* del color dels hidrolitzats T+P d’Hb en pols en
funcio de la temperatura de deshidratacio es mostren a la Taula 5.6. Els parametres del
color dels 3 tipus de mostres demostren el color blanc caracteristic dels hidrolitzats
tripsics i pépsics d’Hb en pols. Es va trobar que existien diferencies significatives (P<0,05)
entre els valors de la lluminositat (L*) per I'efecte de la temperatura de deshidratacio. El
test de separacié de mitjanes va diferenciar dos grups, els hidrolitzats deshidratats a
170°C, que presentaven una major lluminositat, i els de 190°C, els quals eren menys clars
o blancs que els anteriors, mentre que els de 180°C no diferien dels altres dos. Per altra
banda, no existien diferéncies significatives (P>0,05) pel que fa a lefecte de la
temperatura sobre els valors dels parametres a* i b* del color dels hidrolitzats en pols.

A partir dels resultats d’aquest assaig, es va escollir 180°C com la temperatura de
deshidratacio per atomitzacié dels hidrolitzats tripsics i péepsics d’Hb. Malgrat que la
temperatura utilitzada no tenia efectes significatius sobre el grau de deshidratacio i la
solubilitat proteica a pH 5 dels hidrolitzats, els que s’havien deshidratat a 190°C eren més
foscos que els assecats a 170 o 180°C i, entre aquests dos ultims, es va escollir la
deshidratacié a 180°C perqué ens permetia aconseguir un grau de deshidratacié una
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mica més elevat i, per tant, una millor conservacido del producte durant el periode
d’emmagatzematge. Tanmateix, tal com hem vist al Capitol 2 en el cas de la FC en pols,
seria interessant determinar I'activitat de I'aigua de I'hidrolitzat en pols.

Taula 5.6: Valors dels parametres CIE L'a b del color dels hidrolitzats tripsics i
pépsics d’Hb deshidratats per atomitzacié en funcié de la temperatura W Els
tractaments amb lletres diferents a la mateixa columna soén diferents
significativament (P<0,05).

T2 deshidratacié L" (Lluminositat) a  (vermell-verd) b’ (groc-blau)

170°C 91,88 + 0,43 2 -0,16 + 0,08 @ 7,84+0,83°
180°C 91,57 +0,47 ® 0,21 +0,15 @ 7,86 +0,83 2
190°C 90,52 + 0,72 ° -0,27 +0,13 2 8,26 +0,25 #

) Mitjanes de les determinacions realitzades individualment per triplicat sobre
cada mostra (mitjana * IC; n=6) (P=95%).

5.4.4 Caracteritzacio fisico-quimica i microbiologica dels hidrolitzats T+P de
FC deshidratats per atomitzacio

a) Composicié quimica
A la Taula 5.7 es mostren els resultats de les determinacions de la composicié quimica:

humitat, proteina total i sals minerals dels hidrolitzats T+P d'Hb deshidratats per
atomitzacio a 180°C.

Taula 5.7: Composicié quimica dels hidrolitzats T+P d'Hb
deshidratats per atomitzacié a 180°C.

Component Percentatge (g-100 g'l de pols) ?
HUMITAT 4,76 + 0,61
PROTEINA 84,22 + 1,44
SALS MINERALS 9,66 = 0,08

% Mitjanes de les determinacions fetes com a minim per
duplicat sobre cada mostra (mitjana + IC; n=11) (P=95%).
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D’aquests resultats cal destacar I'elevat contingut en proteina dels hidrolitzats, fet que
permetria la utilitzacié d’aquest producte en productes carnis, salmorres i per augmentar
el valor nutritiu dels productes amb cereals, en forma d’ingredient nutricional. També es
podria utilitzar per incrementar el valor biologic de la proteina dels pinsos compostos per
alimentacié animal, o com a font de nitrogen en aliments especials i altres formulacions
alimentaries. El percentatge en sals minerals en els hidrolitzats és forca elevat si el
comparem amb el 3,03 % de cendres que presenta la FC deshidratada per atomitzacio
(Capitol 2). EI major contingut en cendres dels hidrolitzats de FC es deu a 'addicié d’acid
(HCI) i d'alcali (NaOH), necessaris per al manteniment del pH de la solucié durant el
procés d’hidrolisi enzimatica i per acidificar fins a pH 5 per inactivar els enzims, fet que
produeix un augment del contingut en sal (NaCl) al producte final. Liceaga-Gesualdo i Li-
Chan (1999) també van observar que els hidrolitzats de proteines de peix liofilitzats
presentaven un major contingut en cendres (22 %) si el comparaven amb el 14 % de les
mostres control. Es va comprovar que els nostres hidrolitzats presentaven un intens gust
salat i a la vegada amargant i esta previst portar a terme diferents proves per avaluar més
acuradament el gust d’aquests.

b) Parametres CIE L*a*b* del color

A la Figura 5.10 es pot observar el color blanc caracteristic dels I'hidrolitzats T+P d’Hb
descolorats després de la deshidratacié per atomitzacio i es pot comparar el seu aspecte
amb el de la FC control en pols.

Figura 5.10: Mostres de FC no hidrolitzada (control) (A) i de I'hidrolitzat proteic
d’Hb mitjangant Tripsina+Pepsina (B) deshidratats per atomitzacio.

D’altra banda, a la Taula 5.8 es mostren els valors dels parametres CIE L*a*b* del color
dels dos tipus de productes, a partir dels quals es pot comprovar que els hidrolitzats de
FC presenten un elevat valor de L* (Lluminositat o color blanc), una disminucié del
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parametre b* (o pérdua de la intensitat del to groc) i, finalment, que el valor del parametre
a* (to vermell-verd) és proper al zero, fet que confirma I'absencia del pigment hemo en els
hidrolitzats i, consequentment, la pérdua del color vermell del producte després de la
hidrolisi si es compara amb I'elevat valor de a* que presenta la FC control.

Taula 5.8: Valors dels parametres CIE L', a i b del color de I'hidrolitzat tripsic i
pepsic d’Hb deshidratat per atomitzacié. Es mostren els parametres del color
de la fracci6 cel-lular no tractada (control) en pols.

Parametres del color Hidrolitzat T+P d’Hb 2 FC control ?
L" (Lluminositat) 91,34 + 0,35 32,03 + 0,67
a (To vermell-verd) -0,15+ 0,11 +21,91 £ 1,47
b" (To groc-blau) 8,11 + 0,53 +14,62 + 1,05

® Mitjanes de les determinacions fetes com a minim per triplicat individualment
sobre cada mostra (mitjana + IC, n=11) (P=95%).

c) Caracteritzacié microbiologica

A la Figura 5.11 es mostren els efectes del procés d’hidrolisi enzimatica i de la posterior
deshidratacié per atomitzacié sobre els recomptes de microorganismes aerobis mesofils
de la primera materia de partida, la FC hemolitzada (control).

log ufc/mL
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Figura 5.11: Recomptes totals de la FC hemolitzada
(control) i de I'hidrolitzat tripsic i pépsic d’'Hb abans i
després de la deshidrataci6. Les barres d’error mostren
els intervals de confianca de les mitjanes (P=95%). Les
lletres diferents indiquen diferéncies significatives entre
tractaments (P<0,05).
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La hidrolisi enzimatica produeix una disminucié significativa <0,05) de la microbiota
contaminat de la FC. El test de separacio de mitjanes va diferenciar clarament 2 grups: la
FC control i la FC hidrolitzada (liquida i en pols), de manera que els recomptes totals dels
hidrolitzats abans i després de la deshidrataci6 no eren significativament diferents
(P>0,05). En el cas de I'hidrolitzat liquid, el grau de reducci6é de la contaminacio inicial és
de 4,6 unitats logaritmiques, mentre que en l'hidrolitzat en pols (reconstituit al mateix
extracte sec que I'hidrolitzat liquid) és de 4,2 unitats. Aquesta petita diferéncia pot ser
causada pel fet que els recomptes son tan baixos, que la capacitat de reduccié d'una
unitat logaritmica per part de la deshidratacié per atomitzacié quedi emmascarada per la
recontaminacié que es produeix a causa de la manipulacié del producte durant la
deshidratacio. Tot i aixi, els recomptes totals dels hidrolitzats sén de I'orde de 10°-10°
ufc-mL™, uns recomptes prou baixos com per garantir la qualitat higiénica i sanitaria
d’aquest producte de cares a la seva possible utilitzacié com a un ingredient nutricional i/o
funcional a la industria alimentaria.

També es van determinar els recomptes totals de la microbiota contaminant de mostres
d’hidrolitzats T+P obtinguts a partir de FC que préviament s’havia sotmes al tractament
HHP (400 MPa, 20°C, 15 min). En aquest cas, es va observar una reduccié de 5 unitats
logaritmiques, passant de I'ordre de 10" ufc-mL™" de microorganismes aerobis mesofils a
la FC control fins a 10> ufc-mL* a rhidrolitzat liquid obtingut a partir de la FC
pressuritzada. Aix0 posa de manifest que l'efecte descontaminant de la hidrolisi, per
lacci6 combinada dels enzims i I'acidificacio, fa innecessari i indetectable I'efecte
higienitzador de l'alta pressio.

5.4.5 Propietats funcionals dels hidrolitzats T+P de FC deshidratats per
atomitzacio

A continuacié s’exposen els resultats de les determinacions de les propietats funcionals
(solubilitat proteica, activitat emulsionant, capacitat escumant i estabilitat de I'escuma)
dels hidrolitzats T+P de FC deshidratats per atomitzacio.

5.45.1 Solubilitat proteica

A la Figura 5.12, on es mostra la solubilitat proteica de I'hidrolitzat T+P d’Hb en estat
liquid i del mateix hidrolitzat deshidratat per atomitzacid, en funcié del pH, podem
observar I'elevada solubilitat dels hidrolitzats a condicions de pH acid (5) i neutre (7),
propera al 100 %. Es va trobar que la deshidratacio produia una disminucio significativa
(P<0,05) de la solubilitat, fonamentalment a pH neutre (7). Els valors de solubilitat de
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I'hidrolitzat en pols eren del 98-99 %, lleugerament inferiors als del producte liquid abans
de la deshidratacio (100 %), per a les dues condicions de pH estudiades.

Els hidrolitzats T+P de FC presenten una millora de la solubilitat proteica respecte de la
FC control. Esta descrit que els hidrolitzats proteics sovint presenten una remarcable
dispersabilitat en aigua i una elevada solubilitat a un rang molt ampli de pH, les quals s6n
consequéncia de la degradacié enzimatica de la proteina original a péptids més petits
(Diniz i Martin, 1997) i a un augment del nombre de grups ionitzables (NH,", COO") que
determina un increment del caracter hidrofilic i la carrega neta que afavoreixen les
interaccions entre els aminoacids hidrofilics i les molécules d’aigua (Mahmoud, 1994; Qi
etal., 1997).
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95 1

90 1

85 -

Solubilitat proteica (%)

Hidrol. liquid Hidrol. pols
pHS5 OpH 7

Figura 5.12: Solubilitat proteica a pH 5 i pH 7 de 'hidrolitzat
tripsic i pépsic d’'Hb en estat liquid i deshidratat. Les barres
d’error mostren els intervals de confianga de les mitjanes
(P=95%). Les lletres diferents indiquen diferéncies
significatives (P<0,05) per a l'efecte del tractament
(majuscules) i el pH (minuscules).

L’elevada solubilitat dels hidrolitzats proteics al PIE fa que siguin uns ingredients aptes
per addicionar-los a aliments liquids o begudes. En l'obtencio d’hidrolitzats proteics a
partir de la caseina mitjancant la Tripsina i la Pepsina, Ziajka et al. (1993) també van
observar que la solubilitat proteica a pH 4,6 i pH 7 dels 2 tipus d’hidrolitzats incrementava
en augmentar el grau d’hidrolisi (% GH), i van proposar la utilitzacié dels hidrolitzats de
caseina en la producci6é de begudes de fruites amb un major valor nutritiu. Posteriorment,
Ziajka et al. (1994) van treballar en I'obtencié d’hidrolitzats proteics a partir de proteines
del serum de la llet, van investigar els efectes de diferents condicions d’hidrolisi amb els
enzims Tripsina i Pepsina sobre algunes propietats dels hidrolitzats i també van trobar
gue la solubilitat dels hidrolitzats incrementava degut a 'augment de fraccions de baix pes
molecular.
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Tanmateix, a diferencia del comportament observat en la solubilitat de la FC control en
funcio del pH, no existien diferencies significatives (P>0,05) per a I'efecte del pH sobre la
solubilitat dels hidrolitzats d'Hb. Aixo es deu a que el procés d’hidrolisi, al transformar I'Hb
en péptids de menor pes molecular, ha modificat el PIE dels fragments de globina que
composen els hidrolitzats. L'Hb dels vertebrats té un elevat contingut en Histidina
(6-10 %) i una estructura altament ordenada. Quan es destrueix la seva estructura,
aquests aminoacids basics es desplacen des de linterior cap a la superficie de la
molécula i el PIE incrementa fins a valors de pH propers a 8,2 (Kanko i Autio, 1985). Autio
et al. (1984) també havien observat que el PIE de la globina (proper a 8) era superior al
de I'Hb (7), després de sotmetre la molecula a un tractament térmic intens. En canvi,
Gomez-Juarez et al. (1999), que van obtenir globina deshidratada per atomitzacio, la qual
previament havia estat sotmesa a una hidrolisi amb Papaina seguida d’una descoloracio
amb una solucié d’hipoclorit sodic (NaClO), exposen que la solubilitat de la globina
hidrolitzada era minima (10 %) a pH 4, intermédia (75-80 %) a pH 6-8, i maxima (90 %) a
pH 12. La disminucié de la solubilitat a pH acid la van atribuir al desplegament de la
globina causat per les condicions acides de la reaccio (pH 3).

Per altra banda, l'increment de la carrega neta com a resultat de la hidrolisi fa que
augmenti la repulsié entre els peptids dels hidrolitzats i, per aquest motiu, no tenen la
capacitat de gelificar o de formar pastes per escalfament. Tanmateix, la menor viscositat
de les solucions d’hidrolitzats proteics fa que aquests es puguin sotmetre a tractaments
termics sense que es produeixi coagulacié (Mahmoud, 1994).

5.4.5.2 Capacitat escumant i estabilitat de I'escuma

A les Figures 5.13 i1 5.14 es mostren els resultats de les determinacions de la capacitat de
formacié d’escuma i de I'estabilitat de 'escuma formada a partir de solucions a I'l % de
I'hidrolitzat T+P d’Hb deshidratat per atomitzacio, en funcié del pH, i durant un periode
d’'una hora de repos.

Globalment, I'hidrolitzat d’'Hb presentava una capacitat escumant bastant inferior a la de
la FC control. Cal considerar que les escumes es van preparar amb una concentracio de
I'1 % d’hidrolitzat en pols, mentre que les de FC tenien la meitat de concentracio (0,5 %),
donat que a I'hidrolitzat hi havia més d’'un 50 % de NNP. A diferéncia del comportament
escumant de la FC en pols, que presentava una major capacitat escumant al seu PIE (pH
neutre), es va observar que el comportament escumant de I'hidrolitzat d’'Hb era millor a
pH 5 que a pH 7. Tanmateix, no existien diferencies significatives (P>0,05) per I'efecte del
pH sobre el volum d’escuma obtingut. Aquests resultats coincideixen amb els obtinguts
en la determinacié de la solubilitat proteica de I'hidrolitzat d’Hb i s’ha de relacionar amb
'increment del PIE dels peptids de globina respecte el de I'Hb.
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Figura 5.13: Capacitat escumant (mL d’escuma) apH5i 7
de I'hidrolitzat tripsic i pépsic d’Hb en pols (solucié a I'l %).
Les barres d’error mostren els intervals de confianca de
les mitjanes (P=95%). Les lletres diferents indiquen
diferéncies significatives (P<0,05) per a I'efecte del pH. Es
mostra la capacitat escumant d’una solucié de FC en pols
al05%apH45i7.

Pel que fa a I'evolucio del percentatge d’escuma formada a partir dels hidrolitzats d’Hb
durant un periode d’'1 hora de repos (Figura 5.14), es va observar que les escumes eren
molt inestables. La cinética de disminucié del % d’escuma segueix un comportament
exponencial ales dues condicions de pH estudiades. Al cap de 10 min de repos, el
percentatge d’escuma retinguda era del 55 i 37 % (a pH 5 i pH 7, respectivament).
Aquests percentatges es corresponen aproximadament amb els valors que s’observaven
al cap de 2 hores en la FC control en pols a pH 7, mentre que al cap d'1 hora, el %
d’escuma havia disminuit fins a un 17 i 13 %. De la mateixa manera que en la capacitat
escumant, I'estabilitat de 'escuma obtinguda a pH 7 era inferior que a pH 5. Tanmateix, el
pH tampoc tenia efectes significatius (P>0,05) sobre I'evolucié del percentatge d’escuma
gue romania estable durant 1 h de repos.

Les escumes meés estables s’obtenen amb proteines globulars d’elevat pes molecular, les
guals tenen la capacitat de desplegar-se i adsorbir-se a la interfase aire-aigua, recobrir
les bombolles de gas i formar un film proteic gruixut i elastic que incrementa la viscositat i
estabilitza 'escuma (Morr, 1985; Zayas, 1997). Pel que fa als hidrolitzats d’'Hb, aquests
encara mantenen certa capacitat de formacié d’escuma, perd han perdut la capacitat de
formar una xarxa proteica impermeable estable que retingui I'aire atrapat. La grandaria
dels péptids de globina que composen els hidrolitzats té una influencia directa sobre les
seves propietats de superficie. La reduccié del pes molecular dels fragments proteics dels
hidrolitzats determina que siguin meés flexibles que la molecula nativa i mantinguin certa
capacitat escumant pero, en canvi, que no tinguin gaire capacitat de polimeritzar per
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formar una xarxa proteica, mitjancant interaccions proteina-proteina, la qual és
necessaria per formar escumes estables (Liceaga-Gesualdo i Li-Chan, 1999).
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Figura 5.14: Estabilitat de I'escuma (%) a pH 5 i 7 de I'hidrolitzat tripsic i pepsic
d’'Hb en pols. Les barres d’error mostren els intervals de confianga de les mitjanes
(P=95%). Les lletres diferents indiquen diferéncies significatives (P<0,05) per a
I'efecte del pH (majascules) i el temps (mindscules) dins de cada pH.

Per altra banda, com hem vist anteriorment, els hidrolitzats d’'Hb presenten un elevat
contingut de sal. Sembla que la sal (NaCl) exerceix diferents efectes sobre les propietats
escumants de les proteines. S’ha vist que pot incrementar la capacitat escumant de les
proteines de soja i de peix a concentracions del 2 %, perque millora la seva solubilitat. En
canvi, a elevades concentracions, pot disminuir I'estabilitat de I'escuma perqué
endarrereix el grau critic de desnaturalitzacié necessaria per estabilitzar les pel-licules
superficials. Phillips et al. (1991) van exposar que I'addicio de baixes concentracions de
sals (0,1 M de tiosulfat sodic, NaCl i NaSCN) reduia la capacitat escumant de les
proteines del lactosérum perque els ions interaccionen amb les carregues superficials de
les proteines i es redueixen les interaccions electrostatiques. Per contra, a elevades
concentracions (1 M), les sals poden disminuir les repulsions electrostatiques entre les

cadenes polipeptidiques, lliguen l'aigua del sistema i enforteixen les interaccions
hidrofobiques proteina-proteina als films.

5.45.3 Activitat emulsionant

L’activitat emulsionant dels hidrolitzats T+P d’Hb deshidratats per atomitzacio, en funcié
del pH i de la concentracié d’hidrolitzat en pols afegida a la fase aquosa de I'emulsié, es
mostra a la Figura 5.15. S’han representat els resultats de [Iactivitat emulsionant



Capitol 5 197

(absorbancia a 500 nm) al temps 0 i al cap de 10 min de repos de les emulsions. Els
hidrolitzats d’Hb presentaven unes propietats emulsionants molt pobres si es comparen
amb les de la FC control en pols. Tanmateix, amb concentracions baixes d’hidrolitzat
(0,2-0,5 %), es va observar que a pH 7 l'activitat emulsionant no era tan dolenta com a pH
5.

0.6 Aa
08 ] pH5 (t=0) O pH 5 (t=10)
’ I HpH7 (t=0) OpH 7 (=10)

E 04 - Ab
c
s 1
L\O/ 013 T AC AC
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Figura 5.15: Activitat emulsionant a t=0 i t=10 min (absorbancia a 500 nm) a pH 5i 7, de
I'hidrolitzat tripsic i pepsic d'Hb en pols. Les barres d'error mostren els intervals de
confianca de les mitjanes (P=95%). Les lletres diferents indiquen diferéncies significatives
(P<0,05) per al'efecte del pH (majuascules) i la concentracié (mindscules) a cada pH a t=0.

L’activitat emulsionant als 2 pHs disminuia en augmentar la concentracié d’hidrolitzat
afegida a la fase proteica aquosa de I'emulsié, perdo a pH 5 era molt baixa a totes les
concentracions. Es van investigar els efectes de la concentracié d’hidrolitzat en pols
sobre l'activitat emulsionant a pH 7 i es va trobar que existien diferéncies significatives
(P<0,05) per l'efecte de la concentracio. El test de separacié de mitjanes va separar 3
grups significativament diferents: 0,1 %, 0,25 % i 0,5 %. A partir d’'un 0,5 % d’hidrolitzat en
pols, I'activitat emulsionant a pH 7 no millorava en augmentar la concentracio.

Nakamura et al. (1984) van comparar les propietats emulsionants de la globina de sang
bovina descolorada amb CMC amb les d'altres proteines (albumina seérica bovina,
hemoglobina i ovoalbumina). L'activitat emulsionant de la globina disminuia molt al PIE
(pH 7), tal com s’ha exposat al capitol 4, i van estudiar si una modificacié quimica
mitjancant acetilacié o bé una digestié limitada amb Pepsina, milloraven les propietats
emulsionants d’aquesta globina. Els hidrolitzats péepsics de globina presentaven una
porcié principal amb un pes molecular d’entre 3500 i 6000 Da i, malgrat que a pH 7 eren
totalment solubles, la seva activitat emulsionant i I'estabilitat de I'emulsié eren molt
baixes. Aquests resultats coincideixen amb el comportament dels nostres hidrolitzats
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tripsics i pepsics. Finalment, aquests autors van trobar que l'addici6 de CMC als
hidrolitzats pepsics de globina millorava tant I'activitat emulsionant com I'estabilitat de
lemulsio i ho van atribuir a algun efecte sinérgic de la CMC sobre els péptids de
I'hidrolitzat.

Esta descrit que els efectes de la hidrolisi enzimatica sobre les propietats emulsionants
pot variar en funcio del tipus de proteina i del grau d’hidrolisi. Les propietats emulsionants
de les proteines del sérum de la llet no canvien amb una hidrolisi suau pero disminueixen
considerablement a mida que avanca la protedlisi (Kueler i Stine, 1974; a: Nakamura et
al., 1984). En incrementar el GH, també s’ha observat que les propietats emulsionants de
la caseina i de les proteines de soja disminueixen (Calderon de la Barca et al., 2000), que
es pot atribuir a una disminuci6 de la hidrofobicitat superficial respecte de les mostres no
hidrolitzades.

En canvi, altres autors han trobat que les propietats emulsionants de les proteines de soja
es poden millorar amb un tractament enzimatic. Qi et al. (1997) van determinar els
efectes d’una hidrolisi limitada amb Pancreatina (composada principalment per Tripsina i
Quimotripsina), a pH 7,5 i a 37°C, sobre algunes propietats funcionals dels hidrolitzats
proteics de soja, i van investigar la influéncia del grau d’hidrolisi amb la solubilitat, el pes
molecular de les proteines, la hidrofobicitat superficial i les propietats emulsionants dels
hidrolitzats. Van observar que [lactivitat emulsionant dels hidrolitzats de soja
incrementava en augmentar el GH (fins a un 15 %) i ho van atribuir a un increment en el
nombre de grups hidrofobics disponibles, els quals milloraven les interaccions entre les
proteines i els lipids. Al mateix temps, perd, un major GH feia disminuir I'estabilitat de
'emulsié perquée els péptids més petits tenien menor capacitat de formar una pel-licula
continua i viscosa en la zona interfasial que la proteina nativa.

Mahmoud (1994) explica que una hidrolisi limitada produeix una alteracié de I'estructura
molecular que fa que les zones hidrofobiques de linterior quedin més exposades a
lambient aqués, i aixd0 millora les propietats emulsionants, sempre i quan existeixi un
equilibri entre els grups hidrofobics, que interaccionen amb l'oli, i el hidrofilics, amb la fase
aquosa. Per contra, una hidrolisi extensiva produeix una disminucié drastica de les
propietats emulsionants, segurament causada per la menor longitud de la cadena
peptidica. Sembla que existeix un pes molecular optim (més de 20 residus) perqué els
péptids tinguin un bon comportament emulsionant.

En el cas dels hidrolitzats T+P d’Hb, el tractament enzimatic ha pogut modificar les
caracteristiques amfifiliques de I'Hb, de manera que els péptids dels hidrolitzats han
perdut les propietats de disminucio de la tensié interfasial que tenia la proteina ariginal.
Els péptids obtinguts a partir de la FC poden tenir un balang hidrofil-hidrofob diferent al de
I'Hb i, per tant, son menys amfifilics. Aquest fet, juntament amb la menor longitud de
cadena dels fragments de globina, repercuteixen adversament en les seves propietats
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escumants i emulsionants. Per tant, el procés d’hidrolisi de I'Hb mitjancant Tripsina i
Pepsina que s’ha proposat permet la obtencié d'un producte en pols descolorat amb un
elevat contingut en proteina i una solubilitat molt elevada, perd el grau d’hidrolisi
necessari per assolir aquest descoloriment (30 %) ha estat excessiu i ha afectat molt
negativament les propietats de superficie que tenia I'Hb de la FC.

Tanmateix, existeixen alguns sistemes per millorar les propietats funcionals dels
hidrolitzats proteics, basats en modificacions de l'estructura molecular i de la funcionalitat
de les proteines dels hidrolitzats mitjancant enzims especifics. Es pot utilitzar I'enzim
Transglutaminasa per formar enllagos creuats intermoleculars i modificar les propietats
reologiques i d'activitat de superficie (Kinsella i Whitehead, 1989, a: Dickinson i
McClements, 1996) i per convertir una emulsié liquida estabilitzada per una proteina en
un gel emulsionat viscoelastic (Matsumura et al., 1993, a: Dickinson i McClements, 1996);
0 mitjangant la reacci6 de la plasteina, que permet resintetitzar de forma artificial un nou
oligopéptid o proteina de pes molecular elevat, a partir dels fragments proteics de pes
molecular baix que composen un hidrolitzat, incorporant aminoacids en la forma éster
(Pomeranz, 1991).

Una altra alternativa seria sotmetre els hidrolitzats a un procés de concentracié mitjancant
ultrafiltracié, per eliminar els péptids més petits i els aminoacids lliures, aixi com les sals,
a fi i efecte de recuperar un concentrat de fragments de globina de pes molecular
intermedi, el qual pot tenir una funcionalitat molt diferent al producte que hem obtingut
després de la hidrolisi. En les determinacions de les propietats escumants i emulsionants,
amb les concentracions d’hidrolitzat en pols assajades, hem sobrevalorat el contingut en
proteina total, del qual només aproximadament un 20 % és proteina i la resta es
correspon a nitrogen no proteic. La ultrafiltracié permetria la separacié de les molecules
de baix pes molecular i 'obtencié d’'un retentat, o concentrat de fragments proteics de
longitud de cadena intermédia, que podrien tenir unes millors propietats de superficie, les
guals no s’han posat de manifest al nostre estudi.

5.5 CONCLUSIONS

Dels diferents enzims assajats, només ['‘Alcalasa, la Tripsina i la Pepsina mostren
capacitat per descolorar I'Hb, tot i que cap dels 3 és capa¢ de produir una descoloracio
suficient. L'accié combinada de la Tripsina a pH 7,5 seguida de la Pepsina a pH 3 és el
tractament enzimatic que presenta una major eficacia.

El tractament amb altes pressions hidrostatiques incrementa I'activitat de la Tripsina
sobre I'Hb quan el substrat i I'enzim es tracten conjuntament i afavoreix el procés
d’obtencié d’hidrolitzats descolorats a partir de la FC, la qual cosa, permet assolir el
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mateix grau de descoloracié amb una dosi d’enzim inferior. El tractament d’hidrolisi de la
FC amb la utilitzacié combinada de Tripsina seguida d’un tractament amb Pepsina permet
'obtencié d'un hidrolitzat proteic d’Hb descolorat i hidrolitza completament la globina,
donant lloc a 2 péptids 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 péptids petits i
aminoacids lliures.

Les millors condicions per deshidratar per atomitzacid els hidrolitzats tripsics i pépsics
d’Hb, obtinguts a partir de FC no pressuritzada, sén 180°C a 600 mL-h™, a partir de les
guals s’obté un producte en pols de color blanc (L*: 91,3; a*: -0,15 i b*: 8,1), amb una
humitat del 4,7 %, un 84,2 % de proteina i un 9,7 % de sals minerals. Addicionalment, el
procés d'hidrolisi enzimatica permet una reduccié considerable de la microbiota
contaminant de la FC, obtenint un producte en pols amb uns recomptes totals de I'ordre
de 10*10° ufc-g™.

Pel que fa a la funcionalitat dels hidrolitzats d’Hb deshidratats per atomitzacio, aquests
presenten una elevada solubilitat proteica a pH 5 i a pH 7 i romanen solubles després
d’'un escalfament a 80°C durant 30 min. Tanmateix, malgrat que encara mantenen certa
capacitat escumant, el procés d’hidrolisi ha afectat molt negativament la capacitat de
mantenir estable 'escuma obtinguda i I'activitat emulsionant.

Perspectives de futur
a) Possible activitat antioxidant dels hidrolitzats

Existeixen alguns estudis centrats en la utilitzacio d’hidrolitzats proteics com a
substancies antioxidants. Algunes fraccions de baix pes molecular dels hidrolitzats poden
ser una font potencial d'antioxidants d'origen natural. Pefia-Ramos (2001) descriu un
procediment per separar i aillar peptids amb activitat antioxidant a partir d’hidrolitzats del
serum de la llet.

b) Eliminacié del gust amargant del hidrolitzats proteics

La qualitat dels hidrolitzats proteics de la FC es veu compromesa perque aquests
presenten un gust amarg. Aquest estudi forma part d’un projecte conjunt amb l'Institut de
Recerca en Tecnologia Alimentaria (IRTA), on s’han de portar a terme les proves
d’addicié dels hidrolitzats d’'Hb en productes carnis model i I'avaluacié sensorial del
producte que contingui els hidrolitzats mitjangant un panel de catadors.

La formacié de péptids amargants durant la hidrolisi enzimatica es produeix com a
consequencia de la proteolisi i no és resultat de reaccions paral-leles indesitjables
(Aubes-Dufau i Combes, 1997). Els péptids que contenen aminoacids hidrofobics com
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leucina, isoleucina, valina, fenilalanina, tirosina i triptofan, sén els responsables de
conferir gust amarg (Pedersen, 1994). A les proteines no hidrolitzades, les regions
hidrofobiques de les cadenes polipeptidiques solen estar situades a linterior de les
molécules, de manera que no afecten als sensors del gust. Per tant, el desenvolupament
del gust amarg depen del grau d’hidrolisi i també de la composicio en aminoacids de les
proteines. Pedersen (1994) va fer una revisio de diferents estrategies que es poden
utilitzar per reduir o eliminar el gust amargant dels hidrolitzats proteics. Aquests metodes
inclouen: (1) una separacio selectiva, (2) 'emmascarament, i (3) un tractament enzimatic.

La separacio selectiva dels agents responsables del gust amarg es pot fer amb carbo
actiu, que actua com a un adsorbent hidrofobic i lliga els peptids i aminoacids hidrofobics,
perd aguest tractament comporta una perdua del contingut en nitrogen proteic; altres
adsorbents hidrofobics per eliminar el gust amargant dels hidrolitzats sén la cromatografia
d’interaccid hidrofobica en hexilsefarosa, hexilepoxi cel-lulosa i resina de formaldehid
fenolic; i I'extraccio selectiva dels péptids amargs amb una barreja de butanol i aigua o
amb una solucié d’etanol, entre d'altres.

També es pot emmascarar o disminuir el gust amarg per addicié de polifosfats durant el
procés d’hidrolisi o per addicié de gelatina, glicina, ciclodextrines, i mesclar els péptids
amargs amb proteines com un concentrat de proteines del lactosérum, llet desnatada i
soja, o l'addicié d'acid glutamic, acid aspartic o taurina en solucié acida, perqué el gust
amarg disminueix quan el compost amargant es barreja amb un acid.

Finalment, es poden aplicar tractaments enzimatics amb exopeptidases, com per
exemple la reacci6 de la plasteina (Synowiecki et al., 1996), carboxipeptidases que
degraden els péptids amargants, o I'enzim Flavourzyme®, un complex enzimatic
d’exopeptidases i endoproteases d'origen fangic que es pot utilitzar per degradar els
péptids amargants i obtenir un hidrolitzat amb un elevat grau d’hidrolisi (50 %) pero sense
gust amarg (Novozymes, Novo A/S). El principal inconvenient d’aquests tractaments
enzimatics son que els hidrolitzats consisteixen majoritariament en aminoacids lliures i
péptids molt petits.

c) Aprofitament del grup hemo

Com hem vist en aquest capitol, després del procés d’hidrolisi enzimatica, la solucié de
FC hidrolitzada es centrifuga per separar la fraccid soluble (hidrolitzat proteic) del pellet
(residu insoluble que conté el grup hemo encara lligat a fragments proteics de la globina),
el qual encara roman pendent de caracteritzar.

Aquest pellet és directament aprofitable com a font de ferro heminic i restes de proteines i
aminoacids, o bé es podria separar i recuperar el grup hemo que conté, a partir del qual,
es pot obtenir ferro per utilitzar-lo amb finalitats nutricionals i/o farmaceutiques. Una altra
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possibilitat és sotmetre’l a una hidrolisi exhaustiva fins a nivells d’aminoacids lliures, per
utilitzar-lo com a ingredient nutricional per a alimentacio animal o en adobs per plantes,
tenint en compte que I'abséncia de péptids de pes molecular inferior a 10 KDa és una
garantia de I'absencia de prions.
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A continuaci6 es presenta un recull de les conclusions que ja han estat exposades al final
de cada capitol d'aquest treball:

1. La ultrasonicacié permet produir I'hemolisi dels eritrocits de la FC de la sang de porc
amb la finalitat d'alliberar I'Hb del seu interior abans de la deshidratacié per
atomitzacid. Les condicions considerades com a optimes son tres periodes de 2
minuts a 75 W amb 1 minut de descans entre tractaments.

2. La millor temperatura de deshidratacio per atomitzacio de la FC hemoalitzada és
140°C, tenint en compte el maxim grau d'assecament de la mostra sense que es
produeixi una disminucié important de la solubilitat de la proteina. La FC hemolitzada
i deshidratada per atomitzacié presenta un contingut en humitat del 5,3 % i un
percentatge de solubilitat proteica del 96 %. El procés tecnologic de deshidratacioé per
atomitzacié produeix modificacions dels parametres calorimétrics de la FC, fet que
indica que la deshidrataci6 indueix canvis en l'estructura nativa de I'Hb i, per tant, cert
grau de desnaturalitzacié proteica que pot conduir a una disminucié de les seves
propietats funcionals.

3. La carrega contaminant de la FC fresca de la sang de porc és forca elevada i el
tractament amb ultrasons utilitzat per hemolitzar-la i la centrifugacié posterior no
produeixen una reduccio significativa de la microbiota contaminant, obtenint un
producte amb uns recomptes microbioldgics de l'ordre de 10° ufc-mL™. La
deshidratacié per atomitzacié produeix una disminucié d’'una unitat logaritmica dels
recomptes totals de la FC hemolitzada. Malgrat tot, el producte deshidratat encara
reflecteix I'elevada contaminacio de la primera matéria i €s susceptible de presentar
S. aureus i formes esporulades de clostridis sulfit-reductors, fet que condiciona
negativament la seva utilitzaci6 com a ingredient per a la industria alimentaria, a no
ser que es millorin les condicions de recollida de la sang a l'escorxador o que
aquesta o0 la FC es sotmeti a algun tractament d'higienitzacié préviament a la
deshidratacio.

4. L'extracte sec de la FC hemolitzada i deshidratada per atomitzacié a 140°C esta
composat per un 94,6 % de proteina, un 3 % de sals minerals i un 0,7 % de greix. Els
valors de les coordenades de color CIE L*a*b* de la FC en pols sén for¢ca constants i
reflecteixen el color vermell marronés fosc d'aquesta, degut fonamentalment a que
durant la deshidratacio es produeix una oxidacié del ferro hemic de I'Hb.

5. Les isotermes de sorcid a 20°C de la FC deshidratada per atomitzacié tenen una
forma sigmoidal i presenten una histéresi estreta i llarga. L'equaci6 GAB és un bon
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model matematic per ajustar les dades de sorcié obtingudes experimentalment i
determinar la isoterma d'adsorci6 de la FC deshidratada per atomitzacio, per coneixer
la relacié funcional entre el contingut en humitat i l'activitat de I'aigua del producte en
pols. El percentatge d'humitat de la FC deshidratada a 140°C es correspon, segons
la isoterma d’adsorcid obtinguda pel model GAB, a un valor da, a 20°C
d'aproximadament el 0,165. Tenint en compte que ens troben per sota dels valors
d'a, corresponents a la capa monomolecular, podem garantir la conservacio a
temperatura ambient del producte, sempre i quan aquest s'envasi en recipients
tancats que no permetin I'entrada d’humitat de I'exterior.

De l'estudi del possible efecte estabilitzant del color de la FC deshidratada per
atomitzacié mitjancant I'addicié d’additius amb activitat potencialment reductora i/o
segrestant del ferro heminic, s’ha observat que només l'addicié d’acid ascorbic o
glucosa i l'acid nicotinic i la nicotinamida té efectes positius sobre el color del
producte en pols.

En tots els assaigs realitzats s’observen canvis de color en la FC, provocats pel
tractament de deshidratacid, que son caracteristics de I'oxidacié de I'Hb. A més,
durant els 2 mesos d’emmagatzematge, el color segueix evolucionant i s’aprecia un
augment progressiu de I'enfosquiment i la tonalitat marronosa.

L’acid ascorbic i la glucosa no milloren la conservacié del color de I'Hb, modifiquen
els parametres a* i b*, perd disminueixen I'enfosquiment que es produeix durant la
deshidrataci6 per atomitzacié, amb la qual cosa es pot obtenir un producte en pols de
color marré més clar que sense l'addicié d’aquests antioxidants. Al final del periode
d’emmagatzematge, les mostres additivades amb un 2 % d’ascorbic o un 1-2 % de
glucosa s6n més clares que la FC control.

L’addici6 de dextrina o Lcisteina no disminueix I'enfosquiment que es produeix
durant la deshidratacié de la FC ni evita el canvi de color de I'Hb. L'efecte de les
diferents concentracions de dextrina no produeix variacions significatives en cap dels
3 parametres del color de la FC en pols, donat que aquests disminueixen durant el
temps d’emmagatzematge, sense que existeixi una relacid entre les diferents
concentracions de dextrina. D’altra banda, la cisteina, no només no protegeix a la FC
de I'enfosquiment, sind que produeix una disminucié de les tonalitats vermella i groga
de la pols, que és proporcional a la concentracio de cisteina.

L’acid nicotinic i la nicotinamida protegeixen el color de I'Hb durant el procés de
deshidrataci6 i el periode d'emmagatzematge de la FC en pols. L'addicié d'un 2 %
d’acid nicotinic a la FC evita considerablement I'enfosquiment produit per la
deshidratacio i 'emmagatzematge posterior i permet I'obtencié d’una pols de FC més
clara, més vermella i més groga que la FC control. Per altra banda, es va trobar que
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16.

la FC additivada amb un 2,5 % de nicotinamida, també era menys susceptible a
I'enfosquiment o canvi de color produit tant durant la deshidratacio com durant el
periode d’'emmagatzematge.

De les diferents condicions d’aplicacio del tractament HHP sobre la FC assajades, es
considera que les millors sén 400 MPa a 20°C de temperatura durant 15 minuts
perque produeixen una millora significativa de la qualitat microbiologica. L'aplicacié
de l'alta pressio hidrostatica permet una reduccié de la microbiota contaminant de la
FC d’entre 2 i 3 unitats logaritmiques. Per tant, aquest tractament és una tecnologia
eficag per higienitzar la FC de la sang de porc i millorar la seva qualitat
microbiologica. Aguestes condicions de tractament no afecten negativament al color,
no comprometen gaire la solubilitat proteica de I'Hb i, malgrat que produeixen un
augment de la viscositat, la FC roman fluida després del tractament.

L'aplicacié del processament per HHP i la posterior deshidratacié per atomitzacio
permeten obtenir un producte en pols amb recomptes totals de I'ordre de 2,8 unitats
logaritmiques.

El color de la FC pressuritzada en pols és igual que el de la FC control deshidratada,
com a consequéencia del fet que ambdues mostres son igual de susceptibles a
I'oxidacio del grup hemo produida per la deshidratacio.

Pel gue fa als efectes del tractament HHP sobre les propietats funcionals de I'Hb de
la FC deshidratada per atomitzacio, I'alta pressio incrementa la susceptibilitat de I'Hb
als efectes desnaturalitzants de la deshidratacio, fonamentalment a pH 7 (PIE), ja
gue s’ha observat una disminucié de la solubilitat proteica a pH neutre de la FC
després dels 2 processos tecnologics.

La FC en pols presenta una maxima capacitat escumant al PIE de I'Hb. L’aplicacio
del tractament HHP produeix una disminucié de la capacitat escumant de la FC, pero
no té efectes negatius sobre l'estabilitat de I'escuma brmada. D’altra banda, el
tractament HHP tampoc té efectes negatius sobre I'activitat emulsionant de I'Hb. La
maxima activitat emulsionant de I'Hb s’aconsegueix amb una concentracié de FC en
polsde '1,5% apH7idel'l % apH 4,5.

Les pastes obtingudes per escalfament de la FC presenten caracteristiques molt
diferenciades depenent del pH. A pH neutre es formen unes pastes dures i
consistents, mentre que a pH acid les pastes son poc consistents, molt adhesives i
més elastiques que les anteriors. Aquestes tenen, a meés, una capacitat de retencio
d’aigua molt superior que les de pH 7, en les quals l'aigua queda retinguda per
capil-laritat. La textura i capacitat de retencio d’aigua de les pastes tampoc es veuen
afectades pel tractament d’alta pressio.
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Dels diferents enzims assajats, només I'Alcalasa, la Tripsina i la Pepsina mostren
capacitat per descolorar I'Hb, tot i que cap dels 3 és capa¢ de produir una
descoloracié suficient. L'acci6 combinada de la Tripsina a pH 7,5 seguida de la
Pepsina a pH 3 és el tractament enzimatic que presenta una major eficacia.

El tractament amb altes pressions hidrostatiques incrementa l'activitat de la Tripsina
sobre I'Hb quan el substrat i I'enzim es tracten conjuntament i afavoreix el procés
d’obtencié d’hidrolitzats descolorats a partir de la FC, la qual cosa permet assolir el
mateix grau de descoloraci6 amb una dosi d’enzim inferior. El tractament d’hidrolisi
de la FC amb la utilitzacio combinada de Tripsina seguida d’'un tractament amb
Pepsina permet l'obtenci6é d'un hidrolitzat proteic d’Hb descolorat i hidrolitza
completament la globina, donant lloc a 2 péptids 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 lliures.

Les millors condicions per deshidratar per atomitzacié els hidrolitzats tripsics i
pépsics d’Hb, obtinguts a partir de FC no pressuritzada, sén 180°C a 600 mL-h™, a
partir de les quals s’obté un producte en pols de color blanc (L*: 91,3; a*: -0,15 i b*:
8,1), amb una humitat del 4,7 %, un 84,2 % de proteina i un 9,7 % de sals minerals.
Addicionalment, el procés d’hidrolisi enzimatica permet una reduccié considerable de
la microbiota contaminant de la FC, obtenint un producte en pols amb uns recomptes
totals de I'ordre de 10%-10° ufc-g™.

Pel que fa a la funcionalitat dels hidrolitzats d’Hb deshidratats per atomitzacio,
aquests presenten una elevada solubilitat proteica a pH 5 i a pH 7 i romanen solubles
després d'un escalfament a 80°C durant 30 min. Tanmateix, malgrat que encara
mantenen certa capacitat escumant, el procés d'hidrolisi ha afectat molt
negativament la capacitat de mantenir estable I'escuma obtinguda i lactivitat
emulsionant.
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ANNEX 1 Conservacié de la fraccié cellular mitjancant la
deshidratacié per atomitzacié i caracteritzacido del
producte en pols

1l.a: Determinacio de les condicions de deshidratacid per atomitzacié de la fraccio
cel-lular hemolitzada

ANOVA: Efecte de la temperatura de deshidratacié per atomitzacié sobre el contingut en humitat
de la FC en pols.

Font de variacié g. Il SQ F Prob > F
Model 4 0,26 14,56 0,0000
Error 41 0,18
C total 45 0,4

ANOVA: Efecte de la temperatura de deshidratacié per atomitzacié sobre la solubilitat proteica de
la FC en pols.

Font de variacio g. Il SQ F Prob > F
Model 4 0,20 16,83 0,0000
Error 37 0,11
C total 41 0,32

ANOVA: Efecte de la deshidratacio per atomitzacié sobre la variacié de I'Entalpia de transicio del
procés de desnaturalitzacio proteica (DH) de la FC hemolitzada.

Font de variacio g. Il SQ F Prob > F
Model 5 0,06 5,98 0,0015
Error 20 0,04
C total 25 0,09

ANOVA: Efecte de la deshidratacié per atomitzacié sobre la temperatura de desnaturalitzacio
proteica (Td) de la FC hemolitzada.

Font de variacié g. Il SQ F Prob > F
Model 5 118,57 43,20 0,0000
Error 25 13,72

C total 30 132,29
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1.b: Caracteritzacié microbioldgica de la fraccio cel-lular

ANOVA: Efecte del tractament d’hemolisi (ultrasons i centrifugacid) i de la deshidratacié per
atomitzacié sobre els recomptes de mesofils de la FC.

Font de variacié g. Il SQ F Prob > F
Model 2 12,57 20,47 0,0000
Error 27 8,29
C total 29 20,85

ANOVA: Efecte de la deshidratacié per atomitzacié sobre els recomptes de S. aureus de la FC
hemolitzada.

Font de variacio g. Il SQ F Prob > F
Model 1 6,91 22,03 0,0002
Error 18 5,64
C total 19 12,55

ANOVA: Efecte de la deshidratacié per atomitzacié sobre els recomptes de Clostridis sulfit
reductors de la FC hemolitzada.

Font de variacio g. Il SQ F Prob > F
Model 1 11,14 33,48 0,0000
Error 18 5,99

C total 19 17,13
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ANNEX 2 Estabilitzaci6 del color de la fraccio cellular
deshidratada per atomitzacié per utilitzar-la com a
colorant alimentari

2a: Efectes de la concentracié d’acid ascorbic sobre els parametres L*a*b* del color de la
FC en pols i la seva evolucié durant el periode d’'emmagatzematge (resultats de ’ANOVA).

Font de variacié g. Il SQ F Prob > F
Valor L*
Efectes between-subjects
Concentracio 4 0,008 3,37 0,0349
Mostra 4 0,023 10,02 0,0003
Efectes within-subjects
Temps 13 0,003 22,21 0,0001
Temps*concentracio 52 0,001 2,28 0,0001
Temps*mostra 52 0,003 7,08 0,0001
Valor a*
Efectes between-subjects
Concentracié 4 1,04 168,7 0,0001
Mostra 4 0,02 2,35 0,0987
Efectes within-subjects
Temps 13 0,53 815,7 0,0001
Temps*concentracio 52 0,01 3,80 0,0001
Temps*mostra 52 0,01 6,07 0,0001
Valor b*
Efectes between-subjects
Concentracié 4 0,06 17,33 0,0001
Mostra 4 0,02 6,11 0,0035
Efectes within-subjects
Temps 13 0,04 129,94 0,0001
Temps*concentracio 52 0,01 9,75 0,0001
Temps*mostra 52 0,02 14,38 0,0001

2.b: Efecte de la concentracié de glucosa sobre els parametres L*a*b* del color de la FC en
pols i la seva evolucié durant el periode d’emmagatzematge (resultats de I’ANOVA).

Font de variacio g. Il SQ F Prob > F
Valor L*
Efectes between-subjects
Concentracié 4 0,05 9,93 0,0003
Mostra 4 0,01 1,69 0,2016
Efectes within-subjects
Temps 13 0,02 133,05 0,0001
Temps*concentracio 52 0,001 1,26 0,1337
Temps*mostra 52 0,005 8,71 0,0001

(continua)
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Continuacié efecte de la concentracié de glucosa sobre els parametres L*a*b* del color:

Font de variacio g. Il SQ F Prob > F
Valor a*
Efectes between-subjects
Concentracio 4 0,01 1,64 0,2139
Mostra 4 0,03 5,30 0,0065
Efectes within-subjects
Temps 13 0,47 3661,1 0,0001
Temps*concentracio 52 0,006 11,91 0,0001
Temps*mostra 52 0,005 9,75 0,0001
Valor b*
Efectes between-subjects
Concentracio 4 0,03 4,94 0,0087
Mostra 4 0,02 4,03 0,0190
Efectes within-subjects
Temps 13 0,09 222,51 0,0001
Temps*concentracio 52 0,002 0,99 0,4989
Temps*mostra 52 0,03 18,21 0,0001

2c: Efectes de la concentraci6 de dextrina sobre els parametres L*a*b* del color de la FC en
pols i la seva evolucié durant el periode d’emmagatzematge (resultats de ’ANOVA).

Font de variacio g. Il SQ F Prob > F
Valor L*
Efectes between-subjects
Concentracié 4 0,01 1,78 0,1829
Mostra 4 0,06 7,51 0,0013
Efectes within-subjects
Temps 13 0,007 34,51 0,0001
Temps*concentracié 52 0,001 0,80 0,8236
Temps*mostra 52 0,004 4,79 0,0001
Valor a*
Efectes between-subjects
Concentraci6 4 0,034 2,26 0,1079
Mostra 4 0,05 3,26 0,0390
Efectes within-subjects
Temps 13 0,49 2184,1 0,0001
Temps*concentracié 52 0,01 9,83 0,0001
Temps*mostra 52 0,005 5,97 0,0001
Valor b*
Efectes between-subjects
Concentracié 4 0,02 1,99 0,1453
Mostra 4 0,08 6,76 0,0022
Efectes within-subjects
Temps 13 0,07 159,56 0,0001
Temps*concentracio 52 0,003 1,74 0,0034

Temps*mostra 52 0,01 6,83 0,0001
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2d: Efectes de la concentraci6 de cisteina sobre els parametres L*a*b* del color de la FC en
pols i la seva evolucié durant el periode d’emmagatzematge (resultats de ’ANOVA).

Font de variacié g. Il SQ F Prob > F
Valor L*
Efectes between-subjects
Concentracio 4 0,01 0,57 0,6870
Mostra 4 0,14 9,44 0,0004
Efectes within-subjects
Temps 13 0,033 40,56 0,0001
Temps*concentracio 52 0,003 1,02 0,4405
Temps*mostra 52 0,013 7,62 0,0001
Valor a*
Efectes between-subjects
Concentracio 4 3,46 70,66 0,0001
Mostra 4 0,08 1,71 0,1965
Efectes within-subjects
Temps 13 3,38 1843,5 0,0001
Temps*concentracio 52 0,21 28,31 0,0001
Temps*mostra 52 0,05 6,96 0,0001
Valor b*
Efectes between-subjects
Concentraci6 4 0,19 6,42 0,0028
Mostra 4 0,33 10,46 0,0002
Efectes within-subjects
Temps 13 0,26 145,57 0,0001
Temps*concentracio 52 0,01 1,64 0,0079
Temps*mostra 52 0,23 33,39 0,0001

2e: Efectes de la concentracié d’acid nicotinic sobre els parametres L*a*b* del color de la
FC en pols i la seva evolucié durant el periode d’emmagatzematge (resultats de I’ANOVA).

Font de variacio g. Il SQ F Prob > F
Valor L*
Efectes between subjects
Concentracié 4 521,2 4,79 0,0287
Mostra 2 264,5 4,86 0,0415
Efectes within subjects
Temps 13 33,23 23,15 0,0001
Temps*concentracio 52 6,75 1,18 0,2404
Temps*mostra 26 18,91 6,58 0,0001

(continua)
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Continuaci6 efectes de la concentracio d’acid nicotinic sobre els parametres L*a*b* del color:

Font de variacio g. Il SQ F Prob > F
Valor a*

Efectes between subjects

Concentracio 4 1192,9 109,69 0,0001
Mostra 2 50,9 9,36 0,0080
Efectes within subjects
Temps 13 736,7 534,59 0,0001
Temps*concentracio 52 18,5 3,36 0,0001
Temps*mostra 26 5,28 1,92 0,0113
Valor b*
Efectes between subjects
Concentracio 4 301,9 23,61 0,0002
Mostra 2 42,5 6,64 0,0200
Efectes within subjects
Temps 13 43,9 106,79 0,0001
Temps*concentracio 52 2,68 1,63 0,0173
Temps*mostra 26 3,48 4,24 0,0001

2f. Efectes de la concentracié de nicotinamida sobre els parametres L*a*b* del color de la
FC en pols i la seva evolucié durant el periode d’emmagatzematge (resultats de I’ANOVA).

Font de variacio g. Il SQ F Prob > F
Valor L*
Efectes between subjects
Concentracié 4 120,6 5,37 0,0213
Mostra 2 1,30 0,12 0,8922
Efectes within subjects
Temps 13 18,67 22,20 0,0001
Temps*concentracio 52 4,55 1,35 0,0965
Temps*mostra 26 23,19 13,80 0,0001
Valor a*
Efectes between subjects
Concentracio 4 182,6 39,52 0,0001
Mostra 2 9,18 3,98 0,0632
Efectes within subjects
Temps 13 677,3 2476,3 0,0001
Temps*concentracio 52 11,44 10,45 0,0001
Temps*mostra 26 8,33 15,23 0,0001
Valor b*
Efectes between subjects
Concentracio 4 19,81 5,24 0,0227
Mostra 2 3,14 1,66 0,2493
Efectes within subjects
Temps 13 23,24 92,29 0,0001
Temps*concentracio 52 1,27 1,26 0,1583

Temps*mostra 26 9,32 18,50 0,0001




Annexos 233

ANNEX 3 Higienitzacid6 de la fraccié cel-lular mitjancant el
tractament amb altes pressions hidrostatiques (HHP)

3.a: Efecte de la durada del tractament HHP a 400 MPa a 20°C sobre la microbiota
contaminant, la solubilitat proteicai la viscositat de la fraccid cel-lular (experiments
preliminars)

ANOVA: Efecte de la durada del tractament HHP (a 400 MPa i a 20°C) sobre el temps de deteccié
del creixement de la microbiota de la FC.

Font de variacio g.ll. SQ F Prob > F
Model 3 3,35 229,84 0,0000
Error 8 0,04
C total 11 3,39

ANOVA: Efecte de la durada del tractament HHP (a 400 MPa i a 20°C) sobre els microorganismes
aerobis mesofils de la FC.

Font de variacié g. Il SQ F Prob > F
Model 3 20,70 48,83 0,0000
Error 8 1,13
C total 11 21,83

ANOVA: Efecte de la durada del tractament HHP (a 400 MPa i a 20°C) sobre solubilitat a pH 7 i a
pH 4,5 de la FC.

Font de variacié g. Il SQ F Prob > F

pH7
Model 3 0,35 29,50 0,0001
Error 8 0,03
C total 11 0,38

pH 4,5
Model 3 0,02 1,39 0,3151
Error 8 0,05
C total 11 0,07

ANOVA: Efecte de la durada del tractament HHP (a 400 MPa i a 20°C) sobre la viscositat de la
FC.

Font de variacié g. Il SQ F Prob > F
Model 3 0,11 17,14 0,0008
Error 8 0,02

C total 11 0,12
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3.b: Efecte del tractament HHP sobre la microbiota contaminant de la FC

ANOVA: Efecte del tractament HHP sobre els microorganismes aerobis mesofils de la FC
respecte de les mostres no tractades (control) (A) i efecte de la temperatura, el temps de
tractament i la mostra en les mostres tractades (B).

A
Font de variacio g. Il SQ F Prob > F
Model 1 19,19 95,03 0,0000
Error 33 6,67
C total 34 25,86
B
Font de variacio g. Il SQ F Prob > F
Temperatura 2 1,37 12,07 0,0038
Temps 1 2,35 41,44 0,0002
Mostra 4 1,33 5,88 0,0165
Temperatura*temps 2 0,04 0,34 0,7194
Temperatura*mostra 8 0,62 1,37 0,3319
Temps*mostra 4 0,13 0,57 0,6917
Error 8 0,45
C total 29 6,30

ANOVA: Efecte del tractament HHP sobre la velocitat de creixement i el temps de generaci6 dels
microorganismes supervivents de la FC respecte de les mostres no tractades (control) (A) i efecte
de la temperatura, el temps de tractament i la mostra en les mostres tractades (B).

A

Font de variacio g. Il SQ F Prob > F
Velocitat de creixement
Model 1 0,035 87,4940 0,0000
Error 23 0,009
C total 24 0,044
Temps de generacié
Model 1 1,18 37,69 0,0000
Error 23 0,72
C total 24 1,89
B
Font de variacio g. Il SQ F Prob > F
Velocitat de creixement
Temperatura 2 0,0002 1,31 0,3901
Temps 1 0,001 13,47 0,0350
Mostra 3 0,002 9,61 0,0477
Temperatura*temps 2 0,0001 0,79 0,5292
Temperatura*mostra 6 0,001 2,56 0,2353
Temps*mostra 3 0,001 2,46 0,2400
Error 3 0,00 2
C total 20 0,007

(continua)
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Continuacié efecte de la temperatura, el temps de tractament i la mostra sobre velocitat de
creixement i el temps de generacio en les mostres tractades per HHP (B):

Font de variacié g. Il SQ F Prob > F
Temps de generacié

Temperatura 2 0,02 0,70 0,5644
Temps 1 0,13 8,77 0,0294
Mostra 3 0,20 4,53 0,1231
Temperatura*Temps 2 0,01 0,34 0,7337
Temperatura*mostra 6 0,13 1,51 0,3960
Temps*mostra 3 0,03 0,64 0,6406
Error 3 0,04
C total 20 0,69

3.c: Efecte del tractament HHP sobre els parametres de color de la fraccié cel-lular

ANOVA: Efecte del tractament HHP sobre la lluminositat (L*) de la FC respecte de les mostres no
tractades (control) @A) i per I'efecte de la temperatura, el temps de tractament i la mostra en les
mostres tractades (B).

A
Font de variacio g. Il SQ F Prob > F
Model 1 9,46 35,26 0,0000
Error 31 8,31
C total 32 17,77
B
Font de variacio g. Il SQ F Prob > F
Temperatura 2 4,40 13,86 0,0037
Temps 1 0,22 1,37 0,2809
Mostra 4 1,71 2,69 0,1200
Temperatura*Temps 2 0,52 1,63 0,2616
Temperatura*mostra 8 3,79 2,99 0,0835
Temps*mostra 4 0,57 0,89 0,5167
Error 7 111
C total 28 12,46

ANOVA: Efecte del tractament HHP sobre la coordenada a* de la FC respecte de les mostres no
tractades (control) @) i per I'efecte de la temperatura, el temps de tractament i la mostra en les
mostres tractades (B).

A
Font de variacié g. Il SQ F Prob > F
Model 1 57,66 39,84 0,0000
Error 32 46,31
C total 33 103,96

(continua)
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Continuacio6 efecte de la temperatura, el temps de tractament i la mostra sobre la coordenada a*
en les mostres tractades per HHP (B):

B

Font de variacio g. Il SQ F Prob > F
Temperatura 2 0,71 0,27 0,7689
Temps 1 13,66 10,54 0,0141
Mostra 4 3,16 0,61 0,6693
Temperatura*Temps 2 4,43 1,71 0,2485
Temperatura*mostra 8 3,26 0,32 0,9363
Temps*mostra 4 10,24 1,97 0,2030
Error 7 9,08

C total 28 43,65

ANOVA: Efecte del tractament HHP sobre la coordenada b* de la FC en comparacié amb les
mostres no tractades (control) (A) i per I'efecte de la temperatura, el temps de tractament i la
mostra en les mostres tractades (B).

A
Font de variacio g. Il SQ F Prob > F
Model 1 8,08 36,99 0,0000
Error 33 7,21
C total 34 15,29
B
Font de variacié g. Il SQ F Prob > F
Temperatura 2 1,05 3,36 0,0871
Temps 1 1,47 9,43 0,0153
Mostra 4 0,68 1,10 0,4204
Temperatura*temps 2 0,22 0,70 0,5240
Temperatura*mostra 8 0,85 0,68 0,6999
Temps*mostra 4 1,56 1,85 0,2111
Error 8 1,24
C total 29 6,66

3.d: Efecte del tractament HHP sobre la solubilitat proteica de la fraccio cel-lular

ANOVA: Efecte del tractament HHP sobre la solubilitat a pH 7 i a pH 4,5 de la FC respecte de les
mostres no tractades (control) (A) i per I'efecte de la temperatura, el temps de tractament i la
mostra en les mostres tractades (B).

A
Font de variacio g. Il SQ F Prob > F
pH7
Model 1 0,28 26,38 0,0000
Error 30 0,32
C total 31 0,60

(continua)
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Continuaci6 efecte del tractament HHP sobre la solubilitat a pH 7 i 4,5 de la FC respecte de les
mostres no tractades (control) (A) i per I'efecte de la temperatura, el temps de tractament i la
mostra en les mostres tractades (B).

Font de variacié g. Il SQ F Prob > F
pH 4,5
Model 1 0,004 0,73 0,3983
Error 29 0,15
C total 30 0,16
B
Font de variacié g. Il SQ F Prob > F
pH7
Temperatura 2 0,08 8,19 0,0147
Temps 1 0,16 33,46 0,0007
Mostra 4 0,07 3,61 0,0670
Temperatura*temps 2 0,0004 0,04 0,9593
Temperatura*mostra 8 0,04 1,11 0,4516
Temps*mostra 4 0,02 0,78 0,5718
Error 7 0,03
C total 28 0,48
pH 4,5
Temperatura 2 0,06 5,41 0,0326
Temps 1 0,007 1,22 0,3011
Mostra 4 0,11 4,91 0,0269
Temperatura*temps 2 0,03 2,69 0,1282
Temperatura*mostra 8 0,06 1,37 0,3338
Temps*mostra 4 0,03 1,16 0,3962
Error 8 0,04
C total 29 0,33

3.e: Efecte del tractament HHP sobre la viscositat de la fraccié cel-lular

ANOVA: Efecte del tractament HHP sobre la viscositat de la FC respecte de les mostres no
tractades (control) (A) i per I'efecte de la temperatura i el temps de tractament i la mostra en les
mostres tractades (B).

A
Font de variacié g. Il SQ F Prob > F
Model 1 0,56 9,34 0,0044
Error 33 1,98
C total 34 2,54
B
Font de variacié g. Il SQ F Prob > F
Temperatura 2 0,20 16,53 0,0014
Temps 1 1,32 218,95 0,0000
Mostra 4 0,18 7,46 0,0083
Temperatura*temps 2 0,14 11,30 0,0047

(continua)
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Continuacio efecte de la temperatura, el temps de tractament i la mostra sobre la viscositat de la
FC en les mostres tractades per HHP (B).

Font de variacié g. Il SQ F Prob > F
Temperatura*mostra 8 0,05 1,10 0,4477
Temps*mostra 4 0,04 1,77 0,2272
Error 8 0,05
C total 29 1,97

3.f: Efectes del tractament HHP (400 MPa, 20°C, 15 min) i la deshidratacio per
atomitzacio (140°C) sobre la microbiota contaminant, el color i les propietats
funcionals de la fracci6 cel-lular.

ANOVA: Efecte del tractament HHP i la deshidratacié per atomitzacié sobre els recomptes totals
de microorganismes aerobis mesofils de la FC.

Font de variacio g. Il SQ F Prob > F
Model 3 42,47 118,99 0,0000
Error 15 1,78
C total 18 44,25

ANOVA: Efecte del tractament HHP sobre els parametres CIE L*a*b* del color de la FC en pols.

Font de variacio g. Il SQ F Prob > F
Valor L*
Model 1 0,02 0,006 0,9412
Error 8 33,13
C total 9 33,15
Valor a*
Model 1 3,59 0,98 0,3511
Error 8 29,28
C total 9 32,87
Valor b*
Model 1 0,14 0,155 0,7057
Error 7 6,18
C total 8 6,32

ANOVA: Efecte del tractament HHP i del pH sobre la solubilitat proteica de la FC en pols.

Font de variacio g. Il SQ F Prob > F
Tractament 1 0,16 26,78 0,0066
pH 1 0,21 34,95 0,0041
Mostra 4 0,11 4,56 0,0853
Tractament*pH 1 0,01 2,38 0,1975
Tractament*mostra 4 0,007 0,29 0,8684
pH*mostra 4 0,015 0,61 0,6767
Error 4 0,02

C total 19 0,53
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ANOVA: Efecte del tractament HHP i del pH sobre la capacitat escumant de la FC en pols.

Font de variacio g. Il SQ F Prob > F
Tractament 1 18209,4 81,12 0,0008
pH 1 11971,7 53,34 0,0019
Mostra 4 6099,2 6,79 0,0452
Tractament*pH 1 1329,4 5,92 0,0717
Tractament*mostra 4 1363,6 1,52 0,3477
pH*mostra 4 3105,8 3,46 0,1283
Error 4 897.,8
C total 19 42977,1

ANOVA: Efecte del tractament HHP i del pH sobre € percentatge d’escuma estable de la FC en
pols als 60, 90 i 120 min de repos.

Font de variacio g. Il SQ F Prob > F

% escuma a t=60 min
Tractament 1 0,004 2,09 0,2219
pH 1 0,16 77,11 0,0009
Mostra 4 0,03 3,97 0,1052
Tractament*pH 1 0,005 2,48 0,1906
Tractament*mostra 4 0,007 0,81 0,5782
pH*mostra 4 0,06 7,09 0,0420
Error 4 0,008
C total 19 0,27

% escuma a t=90 min
Tractament 1 0,006 3,45 0,1369
pH 1 0,13 83,72 0,0008
Mostra 4 0,03 4,58 0,0849
Tractament*pH 1 0,01 8,72 0,0418
Tractament*mostra 4 0,005 0,71 0,6276
pH*mostra 4 0,03 4,71 0,0812
Error 4 0,006
C total 19 0,22

% escuma a t=120 min
Tractament 1 0,007 2,19 0,1689
pH 1 0,103 34,00 0,0100
Mostra 4 0,007 0,74 0,5948
Tractament*pH 1 0,01 3,79 0,1465
Tractament*mostra 4 0,005 0,51 0,7001
pH*mostra 4 0,02 1,59 0,3670
Error 3 0,01

C total 197 0,17
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ANOVA: Efecte del tractament HHP i la concentracié de FC sobre I'activitat emulsionant de la FC
enpolsapH45ipH?7.

Font de variacié g. Il SQ F Prob > F
pH 4,5
Tractament 1 0,0003 1,23 0,2837
Concentracio 4 0,102 95,17 0,0000
Mostra 2 0,001 1,26 0,3110
Tractament*concentracio 5 0,001 0,87 0,5239
Concentracié*mostra 18 0,004 0,79 0,6909
Tractament*mostra 4 0,008 7,64 0,0012
Error 16 0,004
C total 53 0,15
pH7
Tractament 1 0,01 21,83 0,0003
Concentracio 4 0,501 331,35 0,0000
Mostra 2 0,002 2,06 0,1595
Tractament*concentracié 5 0,002 1,27 0,3246
Concentracié*mostra 18 0,01 1,31 0,2970
Tractament*mostra 4 0,001 0,79 0,5445
Error 16 0,006
C total 53 0,64

ANOVA: Efecte del tractament HHP i del pH sobre I'activitat emulsionant

funcié de la concentracié de FC (0,25; 0,5; 1 %).

de la FC en pols en

Font de variacio g. Il SQ F Prob > F
0,25 %
Tractament 1 0,001 3,39 0,1627
pH 1 0,08 204,06 0,0007
mostra 4 0,001 1,00 0,5209
Tractament*pH 1 0,001 2,04 0,2489
Tractament*mostra 4 0,0001 0,08 0,9816
pH*mostra 4 0,003 1,70 0,3454
Error 3 0,001
C total 18 0,101
0,5 %
Tractament 1 0,003 11,49 0,0275
pH 1 0,023 80,04 0,0009
Mostra 4 0,004 3,77 0,1135
Tractament*pH 1 0,003 10,26 0,0328
Tractament*mostra 4 0,003 2,73 0,1769
pH*mostra 4 0,001 0,87 0,5533
Error 4 0,001
C total 19 0,04

(continua)
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Continuacio efecte del tractament HHP i del pH sobre I'activitat emulsionant de la FC en pols en
funcié de la concentracié de FC (0,25; 0,5; 1 %).

Font de variacié g. Il SQ F Prob > F
1%

Tractament 1 0,001 1,39 0,3042
pH 1 0,0002 0,26 0,6386
Mostra 4 0,004 1,54 0,3422
Tractament*pH 1 0,003 5,55 0,0780
Tractament*mostra 4 0,003 1,03 0,4879
pH*mostra 4 0,0006 0,25 0,8986
Error 4 0,002
C total 19 0,014

ANOVA: Efecte del tractament HHP i del pH sobre el percentatge d'aigua retinguda (CRA) de les
pastes formades per escalfament de solucions de FC en pols.

Font de variacio g. Il SQ F Prob > F
Tractament 1 0,0003 0,43 0,5586
pH 1 2,04 3042,8 0,0000
Mostra 4 0,006 2,09 0,2858
Tractament*pH 1 0,001 1,95 0,2574
pH*mostra 4 0,006 2,11 0,2830
Tractament*mostra 4 0,003 1,25 0,4457
Error 3 0,002
C total 18 2,51

ANOVA: Efecte del tractament HHP i del pH sobre els parametres de textura de les pastes
formades per escalfament de la FC en pols.

Font de variacié g. Il SQ F Prob > F
Duresa
Tractament 1 31,93 9,53 0,0367
pH 1 202,18 60,35 0,0015
Mostra 4 7,94 0,59 0,6879
Tractament*pH 1 13,86 4,14 0,1117
pH*mostra 4 2,61 0,19 0,9290
Tractament*mostra 4 4,32 0,32 0,8505
Error 4 13,40
C total 19 276,2
Elasticitat
Tractament 1 0,003 7,71 0,0500
pH 1 0,014 36,68 0,0042
Mostra 4 0,003 1,84 0,2847
Tractament*pH 1 0,0004 1,00 0,3739
pH*mostra 4 0,003 1,59 0,3316
Tractament*mostra 4 0,0007 0,43 0,7818
Error 4 0,002
C total 19 0,03

(continua)
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Continuacio efecte del tractament HHP i del pH sobre els parametres de textura de les pastes

formades per escalfament de la FC en pols.

Font de variacié g. Il SQ F Prob > F
Adhesivitat

Tractament 1 0,12 2,00 0,2521
pH 1 1,28 37,69 0,0001
Mostra 4 0,14 0,79 0,5759
Tractament*pH 1 0,20 3,37 0,1635
pH*mostra 4 0,05 0,28 0,8408
Tractament*mostra 4 0,11 0,45 0,7749
Error 3 0,18

C total 17 2,17

ANOVA: Efecte del tractament HHP sobre la duresa de les pastes formades per escalfament de la

FCenpolsapH45ipH?7.

Font de variacié g. L. SQ F Prob > F
pH 4,5
Model 1 1,86 2,04 0,1907
Error 7,27
C total 9 9,13
pH 7
Model 43,93 16,74 0,0035
Error 20,99
C total 9 64,93
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ANNEX 4 Obtencié d’hidrolitzats proteics descolorats a partir de
la fraccio cel-lular

4.a: Aplicacio de l'alta pressio hidrostatica sobre I'obtencié d’hidrolitzats proteics
d’hemoglobina.

ANOVA: Efecte del tractament d’hidrolisi en funcié de si el tractament HHP s’aplica abans o
després de l'addicié dels enzims sobre el grau d’hidrolisi (% GH) assolit als hidrolitzats d’Hb.

Font de variacio g. Il SQ F Prob > F
Model 5 0,12 28,71 0,0000
Error 18 0,02
C total 23 0,13

ANOVA: Efecte del tractament d’hidrolisi en funcié de si el tractament HHP s’aplica abans o
després de 'addici6 dels enzims sobre el nitrogen no proteic (% NNP/NT) als hidrolitzats d’Hb.

Font de variacio g. Il SQ F Prob > F
Model 5 1,38 37,81 0,0000
Error 22 0,16
C total 27 1,54

4.b: Determinacio de les condicions de deshidratacio per atomitzacié dels
hidrolitzats T+P d’hemoglobina.

ANOVA: Efecte de la temperatura de deshidratacié per atomitzacié sobre el contingut en humitat
dels hidrolitzats T+P d'Hb.

Font de variacié g. Il SQ F Prob > F
Model 2 1,02 1,149 0,3471
Error 13 5,74
C total 15 6,75

ANOVA: Efecte de la temperatura de deshidratacié per atomitzacié sobre la solubilitat proteica a
pH 5 dels hidrolitzats T+P d’'Hb.

Font de variacio g. Il SQ F Prob > F
Model 2 0,003 0,316 0,7349
Error 12 0,05

C total 14 0,06
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ANOVA: Efecte de la temperatura de deshidratacié per atomitzacié sobre els parametres L*a*b*
del color dels hidrolitzats T+P d’Hb.

Font de variacié g. Il SQ F Prob > F
Valor L*
Model 2 3,76 4,57 0,0335
Error 12 4,94
C total 14 8,70
Valor a*
Model 2 0,02 0,45 0,6486
Error 12 0,33
C total 14 0,35
Valor b*
Model 2 0,40 0,18 0,8346
Error 12 13,11
C total 14 13,51

4.c: Caracteritzaci6 microbioldgica dels hidrolitzats T+P d’Hb deshidratats per
atomitzacio.

ANOVA: Efecte de la hidrolisi amb Tripsina i Pepsina i de la deshidratacié per atomitzacié sobre
els recomptes de microorganismes aerobis mesofils de la FC.

Font de variacié g. Il SQ F Prob > F
Model 2 143,92 104,36 0,0000
Error 30 20,69
C total 32 164,60

4.d: Propietats funcionals dels hidrolitzats T+P d’Hb deshidratats per atomitzacio.

ANOVA: Efecte de la deshidratacié per atomitzacid i del pH (5 i 7) sobre la solubilitat proteica de
I'hidrolitzat T+P d’Hb en pols.

Font de variacié g. Il SQ F Prob > F
Tractament 1 0,02 19,62 0,0114
pH 1 0,001 1,13 0,3472
Mostra 4 0,03 7,36 0,0395
Tractament*pH 1 0,001 1,13 0,3472
Tractament*mostra 4 0,03 7,36 0,0395
pH*mostra 4 0,004 1,00 0,5000
Error 4 0,004

C total 19 0,08
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ANOVA: Efecte del pH sobre la capacitat escumant de I'hidrolitzat T+P d’Hb en pols.

Font de variacio g. Il SQ F Prob > F
Model 1 1921,83 3,503 0,0982
Error 8 4389,62
C total 9 6311,45

ANOVA: Efecte del temps de repos sobre el percentatge d'escuma estable formada amb
I'hidrolitzat T+P d’Hb en pols, a cada pH (5 7).

Font de variacio g. Il SQ F Prob > F
pH5
Model 5 4,62 65,07 0,0000
Error 23 0,33
C total 28 4,94
pH7
Model 5 5,25 382,88 0,0000
Error 24 0,07
C total 29 531

ANOVA: Efecte del pH (5 7) sobre el percentatge d’escuma estable formada amb I'hidrolitzat T+P
d’Hb en pols als 10, 20, 30, 45 i 60 min de repos.

Font de variacio g. Il SQ F Prob > F

10 min
Model 1 0,08 5,42 0,0528
Error 7 0,10
C total 8 0,18

20 min
Model 1 0,03 1,87 0,2085
Error 8 0,12
C total 9 0,14

30 min
Model 1 0,02 2,25 0,1720
Error 8 0,08
C total 9 0,10

45 min
Model 1 0,01 2,12 0,1832
Error 8 0,05
C total 9 0,07

60 min
Model 1 0,01 1,43 0,2666
Error 8 0,04

C total 9 0,05
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ANOVA: Efecte del pH i la concentracié sobre l'activitat emulsionant de I'hidrolitzat T+P d'Hb en

pols.
Font de variacié g. Il SQ F Prob > F

pH 1 0,44 364,79 0,0000
concentracio 5 0,29 48,23 0,0000
Mostra 1 0,02 3,60 0,0251
pH*concentracio 5 0,16 27,72 0,0000
pH*mostra 4 0,01 2,18 0,1128
concentracio*mostra 20 0,02 1,14 0,3915
Error 18 0,02

C total 57 0,90

ANOVA: Efecte de la concentracié (%) sobre I'activitat emulsionant de I'hidrolitzat T+P d’Hb en

pols, a cada pH (5i 7).

Font de variacio g.ll SQ F Prob > F

pH5
Model 5 0,01 6,41 0,0006
Error 24 0,01
C total 29 0,02

pH7
Model 5 0,42 28,98 0,0000
Error 22 0,06
C total 27 0,48
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