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RESUMO

As bebidas lacteas fermentadas tém tido seu consumo aumentado devido seu custo
mais acessivel, porém, as caracteristicas sensoriais destas sdo afetadas principalmente pelo
maior teor de soro. Para manter e acrescentar as propriedades funcionais e sensoriais
desejaveis ao produto final faz-se o uso de aditivos, dentre esses, a enzima transglutaminase
de origem microbiana (MTG) que atua na formacdo de ligagdes cruzadas intra e
intermoleculares entre proteinas conferindo maior estabilizagdao da rede de gel. Assim este
trabalho teve como objetivo avaliar bebida lactea fermentada acrescida de enzima
transglutaminase microbiana variando nas formulacdes os teores estabilizantes/espessantes,
amido de milho modificado, gelatina e goma guar com posterior avalia¢ao fisico-quimica. Foi
determinado um total de cinco formulagdes constituidas por leite e soro de leite em po
reconstituidos na proporcao de 1:1, variando amido, gelatina e goma sendo que, tais amostras
foram produzidas com e sem adicdo de MTG. A quantidade de enzima adicionada foi
estabelecida sobre o teor proteico apresentado na tabela nutricional do leite e soro de leite em
p6. Foi realizado analises de pH, teor de acido latico, acidez total titulavel, proteinas, sélidos
totais e sinérese. Os valores de acidez tituldvel e o percentual de 4cido lactico variaram entre
5,424 a 8,396 e 0,491 a 0,753 respectivamente em analise nos dia 3, 5 e 7 apds fabricacao.
Estes demonstraram que todas as formulagdes tendem a estabilizar quanto a producgdo de
acidos e, consequente, reducao do pH a partir do quinto dia de vida de prateleira. Entretanto o
pH demonstrou variacdo significativa (p<0,05) entre os valores obtidos durante os trés dias
analisados. O teor de proteinas das formulacdes foi entre 1,73 e 1,86 gramas em 100 gramas
de produto, sendo que o menor teor ¢ observado nas formulagdes que ndao continham gelatina.
Os percentuais de so6lidos ndo apresentaram diferenga entre as formulagdes com e sem
enzima, variando entre 17,629 e 18,706%. Em relacdo a sinérese, a formulacdo contendo
goma e gelatina (GO/GE) com e sem adi¢do da enzima MTG ndo apresentou sinérese nos dias
de andlise, o que demonstra a formagao de uma rede de gel com maior capacidade de retencao
de 4gua. Em contrapartida as formulacdes contendo amido foram as que mais apresentaram
sinérese devido a retrogradacdo do amido. De forma geral o percentual de MTG empregado
ndo afetou de forma significativa os resultados obtidos, o que pode demonstrar que em
quantidade pequena como empregado (0,006%), esta enzima ndo possua a capacidade de
atuar como apresentado em outros estudos, melhorando caracteristicas desejaveis como a

redugdo da sinérese.
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ABSTRACT

Fermented dairy drinks have had their consumption increased due to their more
affordable cost, however, the sensorial characteristics of these are affected mainly by the
higher serum content. In order to maintain and add desirable functional and sensory properties
to the final product, additives are used, among them, the transglutaminase enzyme of
microbial origin (MTG), which acts in the formation of intra- and intermolecular cross-links
between proteins, giving greater stabilization of the network of gel. Thus, the objective of this
work was to evaluate fermented dairy beverage plus microbial transglutaminase enzyme,
varying the maize starch levels of modified maize, gelatine and guar gum in the formulations
with subsequent physical-chemical evaluation. A total of five formulations consisting of
reconstituted milk and whey powder reconstituted at a ratio of 1: 1, ranging from friend,
gelatin and gum were determined and such samples were produced with and without addition
of MTG. The amount of enzyme added was established on the protein content presented in the
nutritional table of milk and whey powder. Analyzes of pH, lactic acid content, total titratable
acidity, proteins, total solids and syneresis were performed. The values of titratable acidity
and the percentage of lactic acid ranged from 5.424 to 8.396 and 0.491 to 0.753 respectively
in analysis on day 3, 5 and 7 after manufacture. These have demonstrated that all formulations
tend to stabilize as to the production of acids and consequent reduction of pH from the fifth
day of shelf life. However, pH showed significant variation (p <0.05) between the values
obtained during the three days analyzed. The protein content of the formulations was between
1.73 and 1.86 grams in 100 grams of product, the lowest content being observed in
formulations which did not contain gelatin. The percentages of solids showed no difference
between the formulations with and without enzyme, varying between 17.629 and 18.706%.
Regarding syneresis, the formulation containing gum and gelatin (GO / GE) with and without
addition of the MTG enzyme did not show syneresis on the days of analysis, which
demonstrates the formation of a gel network with greater water retention capacity. In contrast,
the starch-containing formulations were the ones that presented the most syneresis due to
retrogradation of the starch. In general, the percentage of MTG used did not significantly
affect the results obtained, which may show that in small amount as an employee (0.006%),
this enzyme does not have the capacity to act as presented in other studies, improving

desirable characteristics such as reduction of syneresis.

Keywords: Fermented dairy drink, transglutaminase, stabilizers / thickeners
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1 INTRODUCAO

O leite ¢ considerado o alimento mais completo em termos nutricionais, sendo
utilizado como matéria-prima para diversos produtos, como queijos, bebidas lacteas, leite em
p6, manteiga e bebidas lacteas fermentadas (ORDONEZ, 2005).

As bebidas lacteas fermentadas sdo obtidas por meio da acdo de microrganismos que
fermentam o meio e este método comegou a ser utilizado com o objetivo de prolongar a vida
de prateleira do leite. Este produto vem ganhando mercado nos ultimos anos por ser um
substituinte ao iogurte, constituindo uma alternativa simples e mais barata, porém com
similares caracteristicas sensoriais e nutricionais (RUFINO et al., 2015). Segundo dados do
Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE, 2013), a producdo de bebidas lacteas
fermentadas representa 25% do mercado total de leites fermentados e Capitani et al. (2005)
apresentam que as bebidas fermentadas com caracteristicas semelhantes ao iogurte sdo mais
comercializadas.

Dentre os ingredientes obrigatorios na composicdo de bebidas lacteas fermentadas
tem-se o soro de leite, que pode ser utilizado na forma liquida, concentrada ou em po
(BRASIL, 2005). A aplicagdo de soro na formulacdo de produtos lacteos tornou-se uma
importante forma de reaproveitamento deste subproduto. Segundo Rufino e colaboradores
(2015), 50% da produg¢dao mundial de soro de leite ¢ descartada como efluente, e a outra
metade utilizada diretamente na forma liquida ou transformada em produtos como soro em
po, lactose e concentrados proteicos.

A maior vantagem em utilizar soro de leite na producdo de bebidas lacteas
fermentadas ¢ econdmica. Porém, sensorialmente o aumento da quantidade de soro diminui a
viscosidade da bebida, decorrente da diminuicdo de sélidos. Porém, o aumento da adi¢ao de
soro em po desmineralizado, em substitui¢do parcial do leite em po6, diminui a sua
consisténcia (ALMEIDA; BONASSI; ROCA, 2001). Além disto, a substitui¢do parcial do
leite por soro em pd aumenta a sinérese em iogurtes e bebidas lacteas (GONZALEZ-
MARTINEZ et al., 2002).

O uso de aditivos na industria de alimentos tem o objetivo de acrescentar propriedades
funcionais e sensoriais ao produto final, melhorando sua qualidade e apresentacdo ao
consumidor (RUFINO et al., 2015). Nos ultimos anos, estudos a respeito da aplicacdo da
enzima transglutaminase (TG, EC 2.3.2.13) em alimentos vém ganhando destaque. Esta

enzima atua na formacgao de liga¢des cruzadas intra e intermoleculares entre proteinas através



de ligagdes covalentes entre residuos de glutamina e aminas primarias (FARIA, 2010). A
formagdo de ligagdes cruzadas entre proteinas usando transglutaminase (TG) leva a formagao
de agregados proteicos irreversiveis sendo, desta forma, adequada para a melhoria das
propriedades funcionais de proteinas vegetais e animais, permitindo a formagao de produtos
com melhores propriedades reoldgicas e sensoriais (FARIA, 2010).

A transglutaminase (TG) pode ser aplicada em iogurtes, queijos, sobremesas, molhos,
queijos processados, sobremesas congeladas e sorvetes (MOTOKI; KUMAZAWA, 2000). No
Brasil a TG foi aprovada como coadjuvante de tecnologia (BRASIL, 2005), participando da
elaboracdo e ndo podendo estar presente no produto final.

Sendo assim, a TG atua na produ¢do de bebidas lacteas fermentadas por ligacdes
cruzadas das proteinas do leite, que podem representar importante alternativa para melhorar a
sua textura e propriedades funcionais, reduzindo a fortificacdo com outros solidos lacteos
(FARIA, 2010).

Assim, este trabalho teve como objetivo avaliar bebida lactea fermentada acrescida de
enzima transglutaminase microbiana variando nas formulagdes os teores de amido de milho
modificado, gelatina e goma guar. Como objetivos especificos, posterior avaliagdo das
caracteristicas fisico-quimicas da bebida lactea fermentada quanto a acidez titulavel,

percentual de 4cido lacteo, pH, solidos totais, teor de proteinas e sinérese.



2  BEBIDA LACTEA FERMENTADA

Nao ha nenhum dado confirmado sobre a origem dos leites fermentados, mas sabe-se
que a descoberta dos microrganismos se deu através da acidificacao do leite, que era praticada
para conserva-lo e para produgcdo de outras bebidas com sabor distinto e agradavel
(GABIATTI; CORTI, 2010).

Segundo o Regulamento de Identidade e Qualidade de Bebida Lactea (BRASIL,
2005), bebida lactea ¢ definida como o produto obtido a partir de leite (in natura,
pasteurizado, esterilizado, UHT, reconstituido, concentrado, em po, integral, semidesnatado
ou parcialmente desnatado e desnatado) e soro de leite (liquido, concentrado e em pd)
adicionado ou ndo de produto (s) alimenticio (s) ou substancia (s) alimenticia (s), gordura
vegetal, leite (s) fermentado (s), fermentos lacteos selecionados e outros produtos lacteos. A
base lactea representa pelo menos 51% massa/ massa (m/m) do total de ingredientes do
produto.

No Brasil, a producdo de bebidas lacteas ¢ uma das principais opgdes de
aproveitamento do soro de leite, sendo as mais comercializadas sdo as bebidas fermentadas
com caracteristicas semelhantes ao iogurte (CAPITANI et al., 2005). A producdo de bebidas
lacteas fermentadas no Brasil em 2007 foi de aproximadamente 53.917 toneladas, e em 2014
cerca de 76.484, um aumento de 42% (DATAMARK, 2016).

A bebida lactea fermentada € o produto lacteo resultante da mistura do leite (in natura,
pasteurizado, esterilizado, UHT, reconstituido, concentrado, em pd, integral, semidesnatado,
ou parcialmente desnatado e desnatado) e soro de leite (liquido, concentrado e em po)
fermentado mediante acdo de microrganismos especificos e/ou adicionado de leite (s)
fermentado (s) e que ndo poderd ser submetido a tratamento térmico apos fermentacdo. A
contagem total de bactérias lacticas vidveis deve ser no minimo de 10° UFC/g, no produto
final, para o (s) cultivo (s) lactico (s) especifico (s) empregado (s), durante todo o prazo de
validade (BRASIL, 2005).

O consumo de bebidas lacteas fermentadas vem aumentando sensivelmente no Brasil,
provavelmente devido as suas propriedades sensoriais € nutricionais associado & um menor
valor (ALMEIDA, BONASSI e ROCA, 2001). Por se tratar de um produto a base de leite,
estes produtos apresentam alto teor de proteinas, cerca de 2,1% (TABELA BRASILEIRA DE
COMPOSICAO DE ALIMENTOS, 2011).



Este produto ¢ caracterizado por apresentar baixa viscosidade e por ter uma relagao
leite-soro um pouco aleatoria e ndo bem definida (ALMEIDA; BONASSI; ROCA, 2001).
Sendo que as caracteristicas sensoriais variam de acordo com a formulagdo. Alguns dos
ingredientes que podem empregados na producao de bebidas lacteas fermentadas sao

apresentados a seguir.

INGREDIENTES

Leite

O leite ¢ um ingrediente obrigatorio para produgdo de bebida lactea fermentada e ¢
definido como sendo o produto oriundo da ordenha completa, ininterrupta, em condi¢des de
higiene, de vacas sadias, bem alimentadas e descansadas. O leite de outras espécies deve
denominar-se segundo a espécie do qual proceda. Este produto deve ser mantido sob
refrigeracdo, transportado em carro-tanque isotérmico da propriedade rural para um posto de
refrigeragdo de leite ou estabelecimento industrial adequado, para entdo ser processado
(BRASIL, 2005).

O leite ¢ uma emulsao liquida em que a fase continua ¢ formada de dgua e substancias
hidrossoliiveis ao passo que a fase descontinua ¢ formada, principalmente, de micelas de
caseina e de globulos de gordura (SGARBIERI, 2005).

A composi¢ao do leite varia com a raca do animal, tipo de alimentagdo, estagio da
lactagdo e com o clima (WALSTRA; WOUTERS; GEURTS, 2006). O leite de vaca, o mais
importante do ponto de vista comercial e industrial, ¢ composto de aproximadamente 87,0%
de agua e 13,0% de solidos totais distribuidos em 4,9%, de lactose 3,3 a 3,6% de proteinas
totais, 3,5 a 3,8% de gordura e 0,7% de minerais (SGARBIERI, 2005).

O sistema proteico do leite ¢ composto por caseinas e proteinas de soro, como
apresentado na Tabela 1. As caseinas formam o grupo principal de proteinas do leite,
constituindo aproximadamente 80% das proteinas do leite de vaca, com 4 tipos principais:
asl, as2, B e k-caseina em combinagdo com fosfato de calcio coloidal formando agregados

chamados de micelas de caseina (TAMINE; ROBINSON, 1999).



Tabela 1: Fragdes proteicas do leite.

Caseinas 76-88% do total de proteinas
asl 45-55%
B 25-35%
K 8-15%
Y 3-7%

Proteinas de soro |15-22% do total de proteinas

Serum albumina 0,7-1,3%
B-lactoglobulina 7-12%
a-lactalbumina 2-5%
Imunoglobulina 1,9-3,3%

Proteose/peptonas | 2-6% do total de proteinas

Fonte: Faria, (2010) adaptado de Tamine e Robinson (1999).

As proteinas do leite constituem ingredientes valorizados pelas suas excelentes
propriedades nutritivas, tecnoldgicas e funcionais. Essas propriedades derivam da composi¢ao
em aminoacidos que atendem a maioria das exigéncias fisioldgicas do ser humano e de suas
caracteristicas fisico-quimicas, que proporcionam propriedades funcionais de grande interesse
tecnoldgico como: solubilidade, absor¢do e retengdo de agua e de gordura, capacidade
emulsificante e estabilidade de emulsdes, capacidade espumante e estabilidade de espuma,
gelificacdo, formacdo de filmes comestiveis e biodegradaveis, formacdo de microparticulas,
melhoria nas propriedades sensoriais e na aceitagao dos produtos (SGARBIERI, 2005).

Sendo assim, o leite ¢ uma importante matéria-prima para a induastria de alimentos
sendo comercializado na forma liquida, concentrado ou em pé. O leite em p6 ¢ definido
segundo Regulamento Técnico de Identidade e Qualidade como o produto obtido por
desidratacao do leite de vaca integral, desnatado ou parcialmente desnatado e apto para a
alimentacdo humana, mediante processos tecnologicamente adequados (BRASIL, 1997).
Sendo estabelecido que o contetido de matéria gorda do leite em p6 integral deve ser maior ou
igual a 26,0% e com umidade méaxima de 3,5%, enquanto o leite desnatado apresenta teor de

gordura de 1,5 a 25,9% e maximo de 4% de umidade (BRASIL, 1997).



Na produgao de bebidas lacteas fermentadas o leite pode ser empregado na sua forma
liquida pasteurizado, esterilizado, UHT, concentrado, em p6 ou reconstituido, tanto integral,
parcialmente desnatado e/ou desnatado. Além disso, apresenta como ingrediente obrigatorio o
soro de leite, produto antes visto como um residuo, o qual hoje em dia ¢ empregado como

matéria-prima para diversos produtos (BRASIL, 2005).

Soro de Leite

Entende-se por soro de leite o liquido residual obtido a partir da coagulacdo do leite
destinado a fabricagdo de produtos lacteos. Para este ha a distingdo entre soro doce,
proveniente de coagulacao realizada principalmente por acdo enzimadtica, o qual apresenta pH
entre 6,0 e 6,8 ¢ o soro acido, extraido da coagulacao por acidificacdo do leite, possuindo pH
inferior a 6. Ambos podem ser encontrados na forma liquida, concentrada ou em p6 (BRASIL,
2010).

Na produgdo de 1 kg de queijo, cerca de 9 kg de soro sdo gerados retendo em torno de
55% dos nutrientes do leite incluindo lactose, proteinas globulares, predominantemente [-
lactoglobulina e o-lactoalbumina, minerais e vitaminas soliveis em agua e gorduras
(ALMEIDA; BONASSI; ROCA, 2001). Devido a esta alta carga de matéria organica, quando
despejado em afluentes sem o devido tratamento este composto apresenta-se como um grande
agente poluidor, chegando a ser cem vezes mais poluente que o esgoto comum (SILVA,2011).
A Tabela 2 a seguir apresenta a composi¢ao média do soro de leite do queijo mussarela, minas

padrdo e do soro em po.

Tabela 2 - Composi¢ao média do soro de leite liquido do queijo mussarela, minas padrao e do

soro em po.
o/ Soro de queijo Soro de queijo minas Soro em
mussarela padrio po
Proteina 0,84 0,8 min. 10,0
Gordura 0,77 0,68 2,0
Lactose 4,42 4,12 61,0
Cinzas 0,47 0,49 9,5

Fonte: Faria, 2010.

Por isso, o soro de leite tem sido amplamente adicionado na fabricacdo de produtos

alimenticios, tais como pos para bebidas, barras de nutricao, sopas, itens de panificagao,



produtos de confeitaria, sobremesas e lacteos (ABIQ, 2014). Isto se deve a sua capacidade
gelificante, emulsionante e de reteng¢do de agua, além de ser estavel ao calor e formar espumas
fortes (WALSTRA; WOUTERS; GEURTS, 2006).

O soro na forma em p6 ¢ normalmente empregado na fortificacdo do leite liquido,
pratica comum para fabricacdo de iogurtes e bebidas lacteas fermentadas (TAMIME;
BARRANTES; SWORD, 1996). A intencdo ¢ aumentar o total de solidos, resultando em
maior densidade da microestrutura da matriz proteica e, por consequéncia, em um produto
mais firme e com menor ocorréncia de um fendomeno indesejado denominado sinérese, em
que hé a separacao de liquido da rede de gel (WALSTRA; WOUTERS; GEURTS, 2006).

Bhullar, Uddin e Shah (2002) relataram que a suplementa¢do com 2% (m/v) de soro de
leite em pd aumentou a viscosidade e reduziu a sinérese em formulacdo de iogurte. O mesmo
foi observado por Guzma'n-Gonza'lez et al. (1999) na fortificacdo de iogurte com soro de leite
em p6 mantendo as concentragdes de proteina total constantes.

A aplicacdo do soro de leite pode ser liquido, concentrado ou em pd como ingrediente
obrigatorio na composicdo de bebidas lacteas fermentadas e apresenta-se como uma forma
racional e ldégica de aproveitamento deste composto, além de conferir caracteristicas
desejaveis ao produto final (FARIA, 2010). Isto se deve as propriedades desse em conferir
textura e sabor, aumentar o valor nutricional, e prolongar a vida util dos produtos, além de
reduzir custos e possibilitar sua aplicagdo em conjunto ou como substituinte parcial de
ingredientes lacteos e de aditivos nao lacteos, como amido, gelatina, pectina e gomas

(WALSTRA; WOUTERS; GEURTS, 2006)

Amido Modificado

O amido, polissacarideo complexo de grande importancia para a nutricio humana,
representando em média 70% a 80% das calorias ingeridas, ¢ um produto de origem vegetal
abundante na natureza. Estd presente em raizes, sementes e caules de diferentes tipos de
plantas, como milho, trigo, arroz, mandioca e batatas, nos quais atua como reserva energética
(LAPASIN; PRICL, 1999). O amido consiste em duas classes de polimeros de carboidratos, a
amilose que apresenta cadeia linear e a amilopectina que possui ramificagdes e massa
molecular cerca de 102 vezes maior que a amilose (ZOBEL; STEPHEN, 1995).

Os tipos de amido diferem entre si pela fonte de que sdo extraidos e/ou pela forma de
obtencdo. As principais diferengas sdo devido a morfologia granular, ao peso molecular, a

composi¢do (grau de ramificagdo das macromoléculas de polissacarideos) e as propriedades



fisico-quimicas. Este carboidrato ¢ insolivel em agua fria e apresenta como vantagens para
aplicagoes, baixo custo, grande disponibilidade e facilidade de armazenamento e manipulagdo
(MALI et al., 2003).

O amido nativo (comum) tem caracteristicas de facil e rapida hidratacao, rompimento
dos granulos hidratados, causando perda na viscosidade, e produg¢do de pasta com pouco
corpo e muita coesdo. Estas caracteristicas podem ser desejaveis ou ndo de acordo com sua
aplicacdo podendo levar a limitagdes de uso na industria (CEREDA, 2002).

Assim, objetivando realgar ou inibir propriedades inerentes dos amidos surgiram
técnicas aplicadas para sua modificacdo. Amidos modificados sdo definidos como aqueles que
passam por tratamento enzimatico, fisico ou quimico com a finalidade de alterar uma ou mais
de suas caracteristicas originais. Desse modo ¢ possivel modificar consisténcia, poder
aglutinante e gelificante, melhorar palatabilidade e dispersdo em solvente, além de
incrementar estabilidade, por exemplo (KEOGH; O’KENNEDY, 1998).

O amido de forma geral, mas principalmente na indudstria alimenticia, ¢ utilizado para
alterar ou controlar caracteristicas, como textura, aparéncia, umidade, consisténcia e
estabilizar emulsdes durante vida de prateleira do produto. Dependendo de seu uso este pode
ligar ou desintegrar; expandir ou adensar; clarear ou tornar opaco; reter umidade ou inibi-la;
produzir textura curta ou fibrosa, lisa ou rugosa; cobertura leve ou crocante (PENNA;
OLIVEIRA; TAMINE, 2003).

Uma das propriedades mais importantes do amido ¢ a gelatinizagdo que ocorre quando
uma dispersao deste ¢ aquecida provocando a ruptura das estruturas cristalinas do granulo, o
qual absorve agua e entumece. Quando gelatinizado o amido fica transparente formando uma
pasta que aumenta a viscosidade do meio sendo que a formagdo do gel ocorre em diferentes
intensidades dependendo da concentragdo e do tipo de amido utilizado (KEOGH;
O’KENNEDY, 1998). A temperatura empregada para gelatinizacdo ¢ fator dependente da
fonte do amido, como por exemplo, o amido proveniente do arroz apresenta temperatura de
formacao de gel entre 61 e 77° C, o milho entre 62 e 72°C, a mandioca de 58 a 70° C e a
batata entre 66 ¢ 76° C (MALI et al., 2003).

Apds a gelatinizagdo, com a reducdo da temperatura, ocorre um rearranjo das
moléculas por ligacdes de hidrogénio, fator que favorece a recristalizagdo, processo este
denominado de retrogradagdo. Neste fenomeno, a rede de gel de amido formada, devido
contracdo, causa a liberagdo de moléculas de agua anteriormente ligadas as cadeias de amilose
provocando sinérese, que por consequéncia diminui a viscosidade e consisténcia do produto

(LAPASIN; PRICL, 1999).
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Em produtos lacteos o amido ¢ amplamente utilizado como espessante e/ou
estabilizante assim como a gelatina, pectina, alginato, carragena, derivados de metilcelulose,
goma agar, xantana e guar (TAMIME; ROBINSON, 1999). Para tal ¢ essencial que ocorra o
aumento de consisténcia em funcao do tratamento hidrotérmico (CEREDA, 2002). Portanto ¢
essencial alcancar a temperatura de gelatinizacdo durante o processamento para assegurar os
beneficios do amido na textura do produto final (PENNA; OLIVEIRA; TAMINE, 2003).

Em iogurtes e bebidas lacteas tém-se empregado amidos provenientes de diversas
fontes (KEOGH; O’KENNEDY, 1998), sendo desejada uma alta viscosidade. Para tal a
legislacdo determina que o teor maximo permitido de aplicacdo de amidos ou amidos
modificados em bebida lactea fermentada com ou sem adi¢dao ¢ em propor¢do maxima de 1%
(m/m) do produto final (BRASIL, 2005).

O amido, quando associado a outros hidrocoloides (gomas) pode melhorar
caracteristicas em relacdo a sinérese e consisténcia em alguns alimentos (MALI et al., 2003).
Munhoz, Weber e Chang (2004) verificaram em estudo da influéncia de hidrocoloides na
textura de gel de amido de milho e concluiram que forca do gel foi minimizada com o uso de
0,5-1,0% de goma xantana e 0-0,15% de goma guar incorporadas ao amido com 71% de
amilose apos 120 horas de armazenamento. Sudhakar e colaboradores (1998), em pesquisa
sobre a interagdo de amido de milho e goma guar verificaram que o hidrocoldide conferiu
maior estabilidade aos géis de amido pelo retardo da retrogradagdo e diminuigdo da sinérese.
Isto quer dizer que, como a forga € consequéncia da retrogradacdo das cadeias de amilose, os
hidrocoléides reduziram este fenomeno que interfere negativamente na qualidade de produtos
espessados com amido e que necessitam de refrigeracdo, como as bebidas lacteas
fermentadas.

Andrade e Martins (2002) constataram, em um estudo da aplicacdo de fécula de
batata-doce em bebida lactea fermentada, que 6% do amido na formulagdo manteve por mais
tempo o produto dentro da faixa de viscosidade desejada.

Winterton e Meiklejohn (1978) utilizaram amido modificado de milho como
estabilizante para produgdo de iogurte de fruta. A concentragcdo de 0,03 % (m/m) de amido
modificado foi a mais adequada para aplicagdes comerciais. McGlinchey (1997) comparou
iogurtes elaborados com leite desnatado contendo 16,5% de solidos e 12,5% de solidos
acrescidos de amido modificado. O amido apresentou comportamento eficiente, estabilizando
e proporcionando a textura adequada ao iogurte, tanto nos testes quantitativos quanto

sensoriais, comparavel ao produto controle.
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Tamime ¢ Robinson (1999) estudaram o efeito de diferentes substitutos de gordura a
base de amido em iogurtes firmes. O decréscimo na sinérese do soro € aumento na firmeza em
todos os iogurtes foram observados durante 20 dias de estocagem a 5° C. Sendo que o iogurte
elaborado com amido obtido de ervilha apresentou a menor sinérese, enquanto o elaborado
com maltodextrina apresentou-se mais poroso € teve espacos ligeiramente maiores
preenchidos com soro lacteo.

Assim, pode-se perceber como o amido, associado ou ndo as gomas, possui papel
importante em caracteristicas reoldgicas, tais como textura, viscosidade, consisténcia, aspecto

e corpo de derivados lacteos.

Goma Guar

A goma guar, um polissacarideo, ¢ extraida do endosperma da semente de Cyamopsis
tetragonolobus. Possui alto peso molecular, e ¢ considerada uma galactomanana devido sua
formag¢do molecular composta por cadeia linear de manose (-1,4) com residuos de galactose
como cadeias laterais, na propor¢do de uma unidade de galactose para duas de manose.
(SILVA, 2011).

A caracteristica mais significativa da goma guar ¢ a sua capacidade de hidratar-se
rapidamente conferindo alta viscosidade as solugdes. Tal viscosidade ¢ dependente do tempo,
temperatura, concentragdo, pH, forga ionica e também do tipo de agitacdo (GLICKSMAN,
1969). A goma guar promove o retardamento da retrogradacdo do amido, e ¢ aplicada
associada a outras gomas e agentes gelificantes como a gelatina (MUNHOZ; WEBER;
CHANG, 2004).

Em geral ¢ usada em aplicagdes nas quais € necessario espessamento, estabilizagao,
controle reoldgico e de viscosidade, suspensao e formacao de corpo, modificagdo de textura e
consisténcia e reten¢cdo de agua. Devido tais caracteristicas esta ¢ bastante empregada em
produtos lacteos, nos quais fornece textura e reduz a sinérese, reagindo com as proteinas do
leite a fim de formar uma rede tridimensional, que mantém as particulas em suspensao
(SANDERSON, 1981).

As solugdes de goma guar apresentam-se estdveis em uma faixa ampla de pH variando
entre 3,0 e 10,5. Sendo que a viscosidade final da solucdo ndo ¢ afetada pelo pH, porém a taxa
de hidratacdo mostra-se mais rapida entre 8 e 9 e mais lenta acima de 10 e abaixo de 4

(MUNHOZ; WEBER; CHANG, 2004).



12

Em solugdes aquosas apresenta comportamento pseudopléstico, ou seja, reduz a
viscosidade com o aumento da taxa de cisalhamento e alcanca a viscosidade maxima mais
rapidamente quando preparada em temperaturas mais elevadas (40-50° C). A hidratacao da
goma guar ¢ reduzida na presenca de sais dissolvidos e outros agentes ligantes a agua, tais
como sacarose, além de apresentar ligagdes mais fortes com solventes polares (SILVA, 2011).

A goma guar interage sinergicamente com outras gomas como a xantana e agar € com
a carragena resultando em aumento da viscosidade e da forca do gel (SANDERSON, 1981).
Em estudo, Silva (2011) na produgdo de iogurte probidtico variou os teores de coacervado
proteico de soro de leite e goma guar entre 0,1% e 1,46% e entre 0% e 0,68%,
respectivamente. Neste, concluiram que os percentuais de 0,78 para o coacervado e de 0,68 de
goma guar resultaram em um iogurte estavel, com viscosidade adequada e viabilidade da
cultura probiotica dentro do valor esperado.

Maruyama et al. (2004) em andlise da influéncia das gomas xantana e guar, de
carragena € pectina em queijo petit-suisseconcluiram, com base nos parametros de textura
obtidos, que a combinagdo das gomas xantana, carragena e guar (2,5:2,5:5), totalizando
0,75% (m/m) da formulacdo, produziu os melhores resultados, contribuindo para a maior
estabilidade e firmeza durante todo o armazenamento do produto.

Assim como a goma guar a gelatina ¢ amplamente empregada em formulagdes de

iogurtes e bebidas lacteas, sendo importante conhecer suas caracteristicas e acao.

Gelatina

A gelatina ¢ amplamente utilizada na industria alimenticia e farmacéutica, combinada
ou ndo a outros hidrocoldides, como espessante e estabilizante formando géis estaveis em
temperaturas abaixo de 40° C. Apresenta como vantagens seu baixo custo e sabor neutro, além
de em diferentes concentragdes permitir obter uma ampla gama de texturas, desde cremosa a
firme, favorecendo diferentes aplicacdes (FAKHOURI et al, 2007).

Trata-se de um polimero natural obtido pela hidrolise parcial das fibras de colageno,
proteina constituinte de peles, ossos e tecidos conectivos. Sua estrutura ¢ composta por uma
mistura de polipeptidios de alta massa molecular, contendo aminodcidos essenciais como a
lisina (YANG et al., 2007). A qualidade de uma gelatina ¢ determinada por pardmetros como
rigidez do gel, viscosidade e capacidade de intumescéncia (PARDI et al., 1996). A forca do
gel € a principal propriedade da gelatina e esta caracteristica determina seu valor de mercado

(CHO et al., 2010).
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As gelatinas comerciais em virtude da variedade de fontes de colageno e dos variaveis
métodos de produgdo apresentam diferengas em suas propriedades fisicas e quimicas. Tais
diferencas podem ser tanto na composi¢ao e na sequéncia de aminoacidos nas cadeias
polipeptidicas, quanto no ponto isoelétrico ¢ massa molecular (SGARBIERI, 2005). Porém,
de forma geral apresentam-se como um produto proteico solivel em 4dgua com temperatura
acima de 50° C.

Do ponto de vista estrutural, as gelatinas diferem de outras proteinas, por apresentar
uma consideravel auséncia de ordem interna e uma configuracao aleatoria das cadeias dos
polipeptideos em solugdo aquosa, que ¢ consequéncia do processo de hidrolise empregado
para sua obtengdo (CHO et al., 2010).

Segundo Fiszman, Lluch e Salvador (1999), produtos lacteos como iogurte e bebidas
lacteas fermentadas em que ndo ocorre a adicdo de gelatina, o gel formado pelas proteinas do
leite coagulado ¢ fraco, apresentando alto grau de sinérese. Sendo assim, esta proteina ¢é
normalmente empregada em produtos lacteos fermentados como estabilizante devido a suas
caracteristicas reologicas desejaveis na formacdo de gel, além de propiciar o aumento da
viscosidade, da firmeza e evitar a separagdo do soro.

Giliven (1998) verificou que a gelatina em proporc¢ao de 0,5% ¢ capaz de aumentar a
consisténcia de iogurte sem afetar suas propriedades sensoriais como sabor e odor. J4 no
estudo de Keogh e O’Kennedy (1998) foram utilizadas concentrag¢des variando de 0% a 0,5%
de gelatina também em iogurte verificaram redugdo de sinérese no uso da concentracao
maxima de 0,5%.

Kumar e Mishra (2004) verificaram o efeito de gelatina, pectina e alginato de s6dio
separadamente nas proporg¢des de 0,2%, 0,4% e 0,6%, na formulacdo de iogurte de soja com
manga. Sendo que a maior aceitabilidade em relacdo a aparéncia, cor, corpo, sabor e de forma
geral foi com o teor de 0,4% de gelatina.

A andlise de diferentes propor¢des dos estabilizantes/espessantes amido de milho,
carboximetilcelulose, concentrado proteico de soro, gelatina, goma guar e proteina foi
realizada na elaboracdo de bebida lactea fermentada por Costa e colaboradores (2013). O
estudo demonstrou que as amostras com adi¢do de 0,5% de gelatina apresentaram auséncia de
sinérese e viscosidade similar com bebidas lacteas fermentadas comerciais, sendo aceitas
pelos consumidores com indice acima de 70% quanto aos atributos de aparéncia, aroma, sabor

€ textura.
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Além dos componentes de bebidas lateas fermentadas ja citados tém-se também o
fermento lacteo, extremamente importante por ser o responsavel pela conversao dos agucares

em compostos desejaveis e caracteristicos de leites fermentados.

Fermento Lacteo

O cultivo de bactérias lacticas, especificas ou leite fermentado ¢ um ingrediente
obrigatorio para a producao de bebida lactea fermentada (BRASIL, 2005). Para um bom
desenvolvimento do processo de fermentacdo do leite, as culturas devem ser resistentes a
degradacdo, apresentar um poder acidificante médio, capacidade de desenvolvimento em
simbiose ¢ produzirem substancias responsaveis pela viscosidade, sabor ¢ aroma do produto
(CARUSO; OLIVEIRA, 1999).

As cepas das espécies Lactobacillus bulgaricus e Streptococcus thermophilus sio as
mais amplamente empregadas na producdo de leites fermentados. Durante a fermentacdo
lactica estas bactérias crescem simbioticamente e decompdem a lactose em glicose e
galactose, e posteriormente reduzem o acido piruvico, proveniente da glicdlise, em acido
lactico. Tal acdo influencia profundamente nas caracteristicas organolépticas do produto final
(GURGEL; OLIVEIRA, 1995).

No inicio da fermentacdo, a acidez do leite expressa pelo teor de 4cido lacteo em graus
Dornic esta por volta de 20, favorecendo o crescimento do S. termophilus, estimulado por
alguns aminodacidos livres, em especial pela valina, produzidos pelo L. bulgaricus, o que
provoca um aumento de acidez do meio. Nesta fase, o S. termophilus libera acido férmico
estimulante do desenvolvimento do L. bulgaricus (CARUSO; OLIVEIRA, 1999).

Ao se atingir aproximadamente 46° D, o meio torna-se pouco propicio ao S.
termophilus, favorecendo, assim, um maior e mais rapido desenvolvimento do L. bulgaricus,
com producado de acetaldeido. Com o aumento de acidez, devido a produgao do acido lacteo o
pH aproxima-se de 4,6, ponto isoelétrico da proteina do leite, ocorrendo a desestabilizagdo da
micela de caseina e assim a formac¢do de um gel, o codgulo. No final da fermentagdo, a
propor¢ao numérica entre as duas espécies de microrganismos deve ser similar (TAMINE;
ROBINSON, 1999).

A ac¢do do fermento lacteo pode ser afetado basicamente por 3 fatores: tempo de
incubagdo (fermentacdo), percentual de inoculo e temperatura de incubacdo. Tempos de

incubagdo menores propiciam uma baixa acidez que ocasionard uma maior proporcao de
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cocos (Streptococcus thermophilus), enquanto que longos tempos de incubagdo geram uma
maior acidez e, consequentemente, maior nimero de bacilos (Lactobacillus bulgaricus),
menos suscetiveis ao baixo pH. Quanto ao teor de indculo, maior quantidade deste causa um
aumento na taxa de producao de acido lacteo que favorece o crescimento dos bacilos e retarda
o crescimento dos cocos. O L. bulgaricus apresenta uma temperatura 6tima de crescimento
acima de 45 °C, superior a temperatura 6tima do S. thermophilus, parametro que portanto
pode favorecer o desenvolvimento de um ou de outro (WALSTRA; WOUTERS; GEURTS,
2006). De um modo geral temperaturas entre 40°C e 45°C sdo Otimas para a producao de
iogurtes e bebidas lacteas fermentadas, porém, recomenda-se para alcancar a relacao de 1:1
entre as bactérias a fermentagao a 42°C (TAMINE; ROBINSON, 1999).

Dentre os compostos formados durante a etapa de fermentagdo os principais sao: o
acido latico que além de propiciar a formagdo do gel pelo abaixamento do pH ¢ um
componente muito importante pelo sabor conferido, o qual é produzido em igual quantidade
pelas duas bactérias; o acetaldeido, principalmente formado pelos bacilos, ¢ um componente
essencial do aroma caracteristico do iogurte e bebidas lacteas fermentadas; o diacetil, também
importante pelo aroma dado ¢ produzido pelo S. thermophilus ¢ em menor grau pelo L.
bulgaricus; e os polissacarideos produzidos pelas duas bactérias que t€ém um papel importante

na consisténcia do produto final (WALSTRA;WOUTERS; GEURTS, 2006).

Outros Ingredientes

Uma série de outros ingredientes opcionais lacteos e ndo lacteos podem ser
adicionados a bebida lactea fermentada, como: creme, s6lidos de origem lactea, manteiga,
gordura anidra do leite, caseinatos, proteinas lacteas, leitelho, agticares, edulcorantes, pedagos
e/ou polpa e/ou suco de frutas, mel, cereais, vegetais, gordura vegetal, chocolate, café, frutas
secas, especiarias e outros alimentos aromatizantes naturais e indcuos e/ou sabores, amidos ou
amidos modificados, gelatina e outras substancias alimenticias; desde que o produto final
tenha consisténcia liquida (com diferentes graus de viscosidade) e minimo de 1% (m/m) de
proteinas de origem lactea para o produto com adigdes (BRASIL, 2005).

Também ¢ permitido o emprego de aditivos e coadjuvantes de tecnologia como
acidulantes, reguladores de acidez, corantes, aromatizantes, espessantes, estabilizantes,

emulsificantes, conservadores e enzimas (BRASIL, 2005).
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Quanto ao uso de conservantes o mais empregado em bebidas lacteas ¢ o sorbato de
potéssio, um potente inibidor de bolores e leveduras, ndo sendo necessario o uso de
conservante contra bactérias devido a formacao de acido latico durante a fermentacao,
abaixando o pH, tornando-se um inibidor natural a essas. O sorbato ¢ utilizado em alimentos
com pH inferior a 6,5 e de grande valor nutricional, além de ndo mostrar nenhum sinal de

toxicidade aguda, subaguda e cronica (FOOD INGREDIENTS, 2011).
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3 TRANSGLUTAMINASE

A transglutaminase (TG) ¢ uma enzima capaz de catalisar reagdes de acil-transferase
introduzindo ligagdes cruzadas covalentes entre proteinas, peptideos e varias aminas primarias
(NONAKA et al., 1998). Esta enzima foi descrita pela primeira vez em 1959 por Clarke e
colaboradores como sendo a responsavel por atividade transaminadora no figado de
porquinhos-da-india. A transglutaminase encontra-se amplamente distribuida na maioria dos
tecidos e fluidos corpdreos estando envolvida em funcdes bioldgicas como coagulagdo
sanguinea, queratinizagdo epidérmica e cicatrizacdo de ferimentos, por exemplo (FOLK 1980;
LORAND; GRAHAM, 2003).

No inicio de 1980, muitos estudos realizados demonstraram a viabilidade de
modifica¢do de proteinas a partir do uso da transglutaminase. Ikura et al. (1982) e Kurth e
Rogers (1984) modificaram o comportamento de caseina e globulina de soja utilizando TG
advinda do figado de porquinho-da-india e de plasma bovino. Tais estudos verificaram a
reticulagdo das proteinas, e a incorporagdo de aminoacidos em cadeias peptidicas. Yokoyama,
Nio e Kikuchi (2004) investigaram a aplicacdo da TG em proteina de soro de leite, carne
bovina, de porco, frango e peixe, em que as melhorias na solubilidade, capacidade de retencao
de 4gua e estabilidade térmica dos alimentos em relagdo as proteinas foram demonstradas.

A partir de entdo o emprego da TG como modificador de caracteristicas de alimentos
proteicos estava em discussdo. Porém, até o fim da década de 1980 a transglutaminase isolada
do figado de cobaias e plasma sanguineo era a Unica forma de sua obtengdo para
comercializagdo, resultando em baixa atratividade para aplicagdes industriais devido ao prego
extremamente elevado (ZHU et al., 1995; MOTOKI; KUMAZAWA, 2000).

Através da manipulagdo genética, em 1989, apos selecionarem aproximadamente 5000
cepas de microrganismos do solo, Ando e colaboradores isolaram a TG excretada por
diferentes microrganismos, tendo destaque a Streptoverticillium S-8112, uma variante de
Streptomyces mobaraensis (MOTOKI; KUMAZAWA 2000).

A transglutaminase de origem microbiana (MTG), ao contrario da transglutaminase
obtida do figado e plasma de animais, nao ¢ dependente de ions célcio para sua ativagdo. Isto
foi de grande relevancia para ampliar a aplicacdo da enzima, principalmente em alimentos,
uma vez que a presenca de fons calcio no meio pode levar a precipitacdo de proteinas como

caseina, globulina de soja e miosina (SEGURO et al., 1995). Além disto, a MTG apresenta
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como vantagens uma facil purificagdo, sem a necessidade de ruptura celular para sua
obtencdo, e uma especificidade de substrato inferior. Tais caracteristicas associada a produgao
em larga escala impulsionaram seu uso industrial, especialmente em alimentos (SEGURO et

al., 1995; MOTOKI; KUMAZAWA, 2000; YOKOYAMA; NIO; KIKUCHI, 2004).

ACAO DA TRANGLUTAMINASE

A transglutaminase pode modificar proteinas causando mudancas profundas na
estrutura molecular destas por catalisar reacdes de acil-transferéncia introduzindo ligagdes
cruzadas intra e intermoleculares entre proteinas, peptideos e varias aminas primarias ou por
desaminacao (MOTOKI; KUMAZAWA, 2000; MOTOKI; SEGURO, 1998).

Quando os grupos e-amino de residuos de lisina em proteinas atuam como acil-
receptores, ligacdes e-(y-Glu)-Lys inter e intramoleculares sdo formadas. Estas ligacdes dao
origem a isopeptideos que formam uma rede proteica estavel importante na formagdo de géis
(DUBE et al., 2007), além de produzir mudancas na hidrofobia na superficie da proteina,
afetando sua solubilidade e, portanto, outras propriedades funcionais que dependem dessa
caracteristica, como gelificacdo, emulsdo, formagdo de espuma e viscosidade
(DAMODARAN, 2010).

Sem as aminas primdrias no sistema de reag¢do, agua se torna o acil-receptor e os
grupos y-carboxiamida de residuos de glutamina sdo desaminados, se tornando residuos de
acido glutamico (ANDO et al, 1989; MOTOKI; SEGURO, 1998). Esta reagdo altera a carga
da proteina o que também leva a mudangas na solubilidade proteica (ANDO et al., 1989;
DAMODARAN, 2010).

Portanto a enzima pode atuar de trés formas distintas em proteinas sendo entre
residuos de glutamina e aminas livres, entre residuos de glutamina e lisina e entre residuos de

glutamina e 4gua como ¢ demonstrado na Figura 1.
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Figura 1 — Reagdes catalisadas por transglutaminase. (A) Reacdo de acil-transferéncia. (B)

Reagdo de reticulagdo. (C) Desaminagdo
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Fonte: Jaros et al.(20006).

Nas matrizes proteicas, as ligagdes covalentes cruzadas entre glutamina e lisina sdo
mais rapidamente formadas pela acdo da TG. Isto resulta em polimeros de alto peso molecular
que ¢ a caracteristica mais explorada pela industria de alimentos (KURAISHI et al., 2001;
LORENZEN, 2007).

De forma geral, as reacdes promovidas pela enzima criam mudancas profundas nas
proteinas melhorando textura e estabilidade em termos de temperatura, sinérese, propriedades
emulsionantes, gelificacdo e aumento da capacidade de ligagdo a agua sem alterar o pH, cor,
sabor ou qualidade nutricional dos alimentos (ANDO et al., 1989; KURAISHI et al., 2001).

Portanto a transglutaminase tem sido empregada para modificar a funcionalidade de
varias proteinas, incluindo as de soja, miosina, gluten, globulina, caseina e proteinas do soro
(TRUONG et al, 2004), obtendo-se resultados promissores nos ultimos anos. Como o uso

industrial € de transglutaminase de origem microbiana (MTG), iremos nos atentar a esta.

PROPRIEDADES DA TRANSGLUTAMINASE DE ORIGEM MICROBIANA

A transglutaminase de origem microbiana apresenta-se totalmente independente de
ions de célcio (Ca*?), possui peso molecular de aproximadamente 38 kDa e ponto isoelétrico,
pH no qual a carga liquida da proteina ¢ zero, de 9,0. (YOKOYAMA; NIO; KIKUCHI, 2004;
ANDO et al., 1989).
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A MTG ¢ uma enzima monomérica formada por uma unica cadeia de polipeptideo
com 331 aminoécidos (ANDO et al., 1989) na qual contém 2 sitios potenciais de glicosilagao,
processo enzimatico que une moléculas organicas (YOKOYAMA; NIO; KIKUCHI, 2004).

Esta enzima faz parte da familia das tiolproteases, pois contém um tUnico residuo de
cisteina com um grupo tiol livre que € essencial para sua atividade catalitica. Sua hidropatia
indica que a enzima ¢ hidrofilica, mas com muitas regides hidrofobicas distribuidas em
intervalos especificos ao longo da cadeia (KANAJI et al., 1993). A Figura 2 mostra a estrutura

da MTG.

Figura 2 — Conformacao tridimensional da MTG.

Fonte: Motoki e Seguro (1998).

Os ions de cobre (Cu*), zinco (Zn*?), chumbo (Pb*?) e litio (Li") apresentam forte

efeito inibidor sobre a agdo da MTG (YOKOYAMA; NIO; KIKUCHI, 2004). Ela também ¢

inibida por substancias orgéanicas especificas indicando que ha um grupo tiol participando da
reacao (ANDO et al., 1989).

A MTG ¢ estavel em uma larga faixa de pH apresentando atividade entre 4 € 9, porém
o pH 6timo para a atividade da enzima est4 entre 5 ¢ 8 (ANDO et al, 1989). A temperatura
em que a enzima demonstra atividade completa estd no intervalo entre 40 ¢ 50 °C a pH 6,0,
sendo que perde a atividade dentro de alguns minutos a 70 °C (JAROS et al., 2006;
YOKOYAMA; NIO; KIKUCHI, 2004).

A maioria dos alimentos que contém proteinas, como globulinas, glaten, albuminas,
miosinas, fibrinas, caseina, a-lactalbumina e B-lactoglobulina sdo bons substratos para a agao

da enzima na formagao de ligagdes cruzadas (YOKOYAMA; NIO; KIKUCHI, 2004). Tendo
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destaque proteinas que contém estrutura aleatéria como a caseina e a gelatina, assim como as
com muitos residuos de lisina e glutamina, como as proteinas de soja e de trigo (ANDO et al.,
1989).

A transglutaminase de origem microbiana foi reconhecida pela comunidade cientifica
como uma substancia segura para ingestdo humana, e como GRAS (Geralmente Reconhecida
como Seguro) pelo FDA (Food and Drugs Administration). Sendo que a legislagao brasileira
permite o uso de transglutaminase microbiana em alimentos em quantidades suficientes para
alcancar o efeito desejado, ndo havendo especificacdes para o limite maximo permitido
(ANVISA, 2010).

As reagoes catalisadas pela transglutaminase de origem microbiana causam mudangas
significativas nas propriedades fisicas dos alimentos que contém proteinas, aumentando o
valor comercial destes. As principais propriedades que a MTG interfere sdo quanto a
capacidade de gelificagdo, viscosidade, formagdo de espumas ¢ emulsdes e capacidade de
retengdo de agua (KURAISHI; SAKAMOTO; SOEDA, 1996).

Segundo Damodaran (2010), o gel ¢ definido como uma fase intermediaria entre
estados solidos e liquidos, formado por ligagdes covalentes ou ndo covalentes de polimeros
reticulados, de forma que uma rede que pode reter 4gua ou outras moléculas de baixo peso
molecular ¢ obtida. Esta ¢ uma propriedade funcional importante no emprego de proteinas na
industria de alimentos, podendo-se citar como exemplos iogurtes, queijos, tofu, surimi e
gelatina que apresentam tal caracteristica (HAN et al., 2009).

Sabe-se que géis fracos sdao formados em meios com pH extremo, enquanto que géis
estaveis geralmente sdo obtidos no ponto isoelétrico da proteina. Estudos demonstraram que o
uso da MTG permite que géis altamente elasticos e irreversiveis sejam obtidos em diferentes
substratos, mesmo em concentracoes de proteina relativamente baixas (DAMODARAN,
2010; MOTOKI; KUMAZAWA, 2000).

Herrero et al. (2008) em pesquisa sobre proteinas de carne, descobriram que as
ligagdes cruzadas introduzidas pela MTG alteraram drasticamente a estrutura da cadeia de
miosina, permitindo a forma¢do de polimeros de alto peso molecular. Estas modifica¢des
resultaram em géis fortes com uma conformagdo estrutural compacta e ordenada melhorando
a textura, rigidez, elasticidade, coesdo e adesividade.

A formacdo de gel ¢ uma das principais propriedades funcionais dos iogurtes e bebidas
lacteas fermentadas. A influéncia sobre a inibi¢ao de sinérese, com a formacao de um gel forte
e estavel com melhora na capacidade de retencdo de agua devido as ligagdes cruzadas

promovidas pela acdo da transglutaminase, ja foi relatada em diversos estudos (BONISCH et



22

al., 2007, MOTOKI; KUMAZAWA, 2000; MOTOKI; SEGURO, 1998; YOKOYAMA et al.,
2004).

Faria (2010) observou a producao de um coagulo firme e sem liberagdao de liquido,
com viscosidade e consisténcia adequada ao avaliar bebida lactea fermentada com e sem o
uso de MTG. No entanto, ja foi confirmado que aplicagdo de quantidades excessivas da
enzima levam ao efeito contrario com formacao de um gel mais fraco devido a inibicdo de
desenvolvimento de uma rede proteica uniforme pelo excesso de ligacdes cruzadas formadas
(GUO, 2003).

A solubilidade das proteinas ¢ ditada pela hidrofilicidade e hidrofobicidade da
superficie da molécula em contato com agua, sendo que esta caracteristica afeta a propriedade
de emulsificacdo, gelificagdao e formagao de espuma (DAMODARAN, 2010). A desaminagdo
promovida pela acdo da MTG pode aumentar a solubilidade de proteinas devido a diminui¢ao
do ponto isoelétrico, o que aumenta a solubilidade proteica na maioria dos sistemas
alimentares ligeiramente acidos (BABIKER, 2000). Isto foi relatado por Xiong et al. (2012)
em estudo que demonstrou ter ocorrido o aumento da solubilidade da proteina miofibrilar de
porco tratada com MTG em diferentes condi¢des de pH. Esses pesquisadores descobriram que
o aumento da solubilidade da miosina em pH abaixo do seu ponto isoelétrico (pH de cerca de
5,0), ocorreu porque a dissociacdo do grupo c-carboxilo do residuo de acido glutdmico (Glu-
COOH) sao superiores em pH 4,0 e que os residuos de glutamina ionizados neutralizam as
aminas protonadas internamente aumentando a interacao agua-proteina.

Em avaliagdo das propriedades funcionais dos isolados de proteina de ervilhas e
feijoes tratados com MTG, Ali et al. (2010) observaram solubilidade proteica aumentada,
sugerindo que esses substratos contém sitios reconheciveis pela enzima. Sendo a
polimerizacdo das promovida pela MTG, responsdvel por um aumento na carga liquida
negativa da proteina, o que favorece a dissociacdo de agregados presentes na proteina,
aumentando assim a solubilidade.

Em emulsdes e espumas, as proteinas sdo os principais agentes tenso-ativos que
auxiliam na formacao e estabilizacdo da fase dispersa (DAMODARAN, 2010). As emulsdes
consistem em dispersdes de um liquido em outro liquido e podem ser de agua em 6leo (W /
O) ou o6leo em agua (O / W), sendo este Gltimo caso o mais comum para a maioria das
dispersdes comestiveis, como maionese, leite, cremes e sopas. J4 merengue, mousses,
marshmallows e bolos sdo exemplos de alimentos em espuma que compreendem uma fase
aquosa e uma dispersdo gasosa, isto ¢, uma dispersdo ar-agua (A / W) (WALSTRA;
WOUTERS; GEURTS, 2006).
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Babiker (2000) observou um aumento na capacidade de emulsao ao avaliar os efeitos
da MTG sobre a emulsdo e propriedades de formacdo de espuma das proteinas da soja. A
explicacdo dada ¢ de que provavelmente a desaminacdo promovida pela enzima leve ao
aumento da natureza anfifilica da proteina. Esta altera¢ao associada a formagao e manutencao
de goticulas menores na interface dgua / 6leo, também promovida pela acdo da enzima, reduz
a tensdo superficial e permite aumentar a capacidade de ligagdo com a dgua, proporcionando
maior capacidade emulsionante a proteina (AGYARE; ADDO; XIONG, 2009; BABIKER,
2000).

Em relacdo a estabilidade de emulsdo, Agyare, Addo e Xiong, (2009), avaliaram a
acdo da MTG em gluten, e Hong e Xiong (2012), em proteina micofibrilar de porco. Ambos
observaram que os peptideos de alto peso molecular formados apos catalise de ligacdes
cruzadas pela acdo da enzima sdo adsorvidos na superficie das gotas de 6leo e promovem uma
repulsdo eletrostatica, evitando a aproximagdo dessas goticulas, e assim, sua floculacao,
coalescéncia e separacdo de fases. Por consequéncia tém-se o aumento da estabilidade da
emulsao.

Agyare et al. (2009) também avaliaram as propriedades espumantes do gluten e
descobriram que a adi¢do de MTG aumentou a formagdo de espuma em pH 4,0. Os autores
concluiram que isto era devido a rdpida adsor¢do de peptideos na interface ar-dgua no seu
ponto isoelétrico, o que causa uma rapida reducdo da tensdo superficial e aumenta a interagao
proteina-proteina, melhorando a capacidade de formacdo de espuma, bem como a sua
estabilizacdo. O aumento da adsor¢do de proteinas na superficie ¢ devido a desaminagdo que
causa uma queda no pH e aumento dos grupos polares que facilitam o desdobramento das
proteinas na superficie da dgua (RENZETTI; BELLO; ARENDT, 2008).

A capacidade de retencdo de dgua nada mais ¢ do que a capacidade da proteina de
absorver a 4gua e manté-la dentro de uma matriz proteica. Esta caracteristica est4 associada a
propriedades desejaveis em alguns produtos como suculéncia e ternura de carneos, e textura,
coesdo, mastigabilidade em panificados e géis (HAN et al., 2009).

No que diz respeito a capacidade de retencdo de dgua em emulsdes e espumas,
Renzetti, Bello e Arendt (2008) relataram um aumento nesta caracteristica em paes de farinha
de arroz integral adicionado de MTG. Os autores atribuiram isto a desaminagao de residuos de
glutamina, que provoca o aumento da hidrofilicidade da proteina.

Quanto a viscosidade, sabe-se que a maior concentragdo, forma, tamanho e densidade

das moléculas em um solugdo, propicia uma maior interacao dessas, com redugdo dos espagos
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entre elas, resultando em menor mobilidade da dgua, e, portanto, maior viscosidade (HAN et
al., 2009). Este ¢ um atributo muito desejado em alguns alimentos como iogurtes e sorvetes.

Em uma avalia¢do da adi¢cdo da enzima transglutaminase em bebida lactea com alto
teor de soro, Faria (2010) verificou o aumento da viscosidade com maior teor de enzima
empregado. A maior resisténcia ao fluxo e consisténcia pode ser explicada devido a reagdo de
polimerizacao resultar na formagao de polimeros de alto peso molecular, o que pode reduzir a
mobilidade da 4gua na rede proteica.

E perceptivel a vasta aplicagio da MTG em alimentos, possibilitando alteragdes

desejaveis e que devem ser melhor estudadas para se estabelecer parametros para a industria.

APLICACAO DA MTG EM ALIMENTOS

A aplicagdo da transglutaminase de origem microbiana teve um grande crescimento
nos ultimos anos, devido melhoras alcangadas nos mais diversos produtos com teor proteico
mesmo que em menor quantidade, associada a simplicidade do tratamento ao empregar esta
enzima (NGEMAKWE et al., 2015).

No processamento de carne, ¢ de grande interesse maximizar o rendimento dos
produtos comercializados. Isso inclui o desenvolvimento de métodos para reestruturar cortes
de baixo valor e aparas, com o objetivo de melhorar aparéncia, sabor e textura e por
consequéncia agregar valor ao produto (FARNSWORTH et al., 2005).

A reestruturacdo de carnes consiste em unir aparas, comumente destinadas a producao
de embutidos, processo ao qual a transglutaminase tem-se apresentado eficiente devido a a¢do
de reticulagdo promovida. Para isto a técnica normalmente empregada consiste na embutidura
da mistura em envoltorios ou moldes, permanecendo em repouso sob refrigeracdo por cerca
de 4 horas. Durante este periodo a MTG ira formar ligagdes cruzadas entre residuos de lisina e
glutamina presentes nas moléculas de proteina. Estas ligagdes sdo covalentes e estaveis
obtendo-se uma rede proteica mais forte, atribuindo ao produto final firmeza e elasticidade, o
que contribui para reducao de perdas no fatiamento, de produtos como presunto, apresuntado
e mortadelas (FARNSWORTH et al., 2005).

Além disso, o emprego da MTG em carneos permite uma melhor padronizacao,
textura e aumento na capacidade de retengdo de 4gua, caracteristica determinante na
suculéncia. A enzima tem sido utilizada em carnes bovina, suina, aves, pescados, frutos do

mar, dentre outras (ROMEIH; WALKER, 2017).
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Camargo (1999) relatou que niveis crescentes de MTG, até 1,5%, apresentaram
eficiéncia na reestruturagdo de aparas de carne de peru, apresentando melhor textura, com
consequente reducao da resisténcia ao corte € maior suculéncia nos tratamentos onde houve
compressao da massa carnea durante a ativagdo enzimatica.

Muguruma e colaboradores (2003) avaliaram a funcionalidade de MTG e os seus
efeitos sobre as propriedades de gelificacdo em salsichas de frango com um nivel baixo de
fosfato, e observaram que a textura foi melhorada pela formagao de uma estrutura de rede.

Ferreira et al. (2012) comparando as caracteristicas fisico-quimicas e sensoriais de
hamburguer bovino elaborado com cloreto de sodio, polifosfato e MTG, reconheceram a
vantagem em se utilizar a enzima em detrimento dos outros aditivos comumente empregados
para unir os pedagos carneos, cloreto de sodio e polifosfatos. A enzima foi capaz de promover
a juncao dos pedagos de carne, aumentando o rendimento e mantendo a suculéncia, mostrando
ser uma alternativa para a obten¢do de reestruturados crus sobre refrigeragdo e resultando em
produtos saudaveis, com menores teores de sais.

Na panificacdo as caracteristicas das proteinas sao um dos principais parametros que
afetam a qualidade da farinha e consequentemente a qualidade do produto final
(MacRITCHIE, 1987). Assim, modificacdes nas proteinas para atingirem as propriedades
reologicas necessarias sdo formas utilizadas ndo apenas para melhorar caracteristicas como
promover o uso de farinhas ndo comumente empregadas em panificagdes.

Os primeiros pesquisadores que utilizaram a MTG em produtos derivados de trigo
foram Gerrard e colaboradores em 1998. Estes sugeriram que a enzima poderia produzir
efeitos benéficos durante a fabricagdo de paes comparaveis aqueles produzidos pelos
melhoradores oxidantes tradicionais. Como resultado eles obtiveram melhora acentuada na
forca do miolo, reducdo do trabalho mecéanico aplicado a massa e aumento da absor¢ao de
dgua (BONISCH et al., 2007).

Collar e Bollain (2004) estudaram o impacto da transglutaminase microbiana sobre o
perfil viscoelastico de massas de pao formuladas em combinagdo com hidroxipropil-
metilcelulose (HMC) e uma pectina com alto contetido de éster. Pelo método de superficie de
resposta os autores encontraram massas altamente coesas com um aumento da capacidade de
retencdo de dgua e forca do gluten durante a mistura, fermentacdo e no assamento de
formulagdes que continham a enzima e pectina. Os autores citados reportaram efeitos
benéficos da adicdo de MTG nas propriedades de textura da massa em que a adi¢do de
0,422% (base farinha) da enzima resultou no aumento da coesividade e elasticidade devido ao

aumento de ligagdes entre proteinas.
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Koksel et al. (2001) investigaram a possibilidade do uso da MTG na reparagao da
estrutura das proteinas do gluten hidrolisadas pelas proteases existentes em insetos que
atacam o grao de trigo. Eles primeiramente compararam os efeitos nas propriedades
reoldgicas fundamentais, como extensibilidade e elasticidade de massas preparadas com
farinha de trigo saudavel com aquelas preparadas com farinha de trigo danificado por insetos.
Verificaram que estas sofreram rapida deterioragcdo nas suas propriedades e produziram paes
de baixa qualidade. Com a adi¢ao da MTG nesta formulagao os pesquisadores relataram que a
enzima reconstrdi substancialmente a estrutura da massa hidrolisada.

Outros produtos alternativos, como os similares aos laticos feitos a base de soja
(queijos e iogurtes de soja) também sdo um grande campo de atuacdo para a transglutaminase.
As proteinas da soja, como as globulinas, sdo bons substratos para a reagdo MTG
(FARNSWORTH et al., 2005).

Tofu, um tipico produto de coalho de soja, ¢ preparado pela coagulagdo das proteinas
da soja com a adi¢do de ions de célcio e de magnésio e/ou glucona-delta lactona. Um dos
principais obstaculos na produgdo de tofu esta na dificuldade de lhe conferir maior vida de
prateleira, devido facil perda de sua textura macia. No entanto, foi relatado que a adicdo de
MTG permite que a textura original do tofu seja mantida por mais tempo (FARNSWORTH et
al., 2005).

A aplicacdo de MTG foi testada também em macarrdes instantdneos e outras massas, €
tem sido efetiva na preservacao da textura da massa pds cozimento, mesmo quando a farinha
de trigo usada era de qualidade inferior (NGEMAKWE et al., 2015).

Além disso, foi desenvolvido por Noguchi et al. (2012) um método para reduzir o
potencial alergénico de algumas proteinas de alimentos ou de peptideos tratadas com MTG. A
desaminacdo de caseina através de um tratamento com a enzima a 25 °C por 20h em agua
possibilitou produgdo de caseina com ligagcdes cruzadas e consequentemente maior peso
molecular, que ¢ menos alergénica.

Na fabricacdo de produtos lacteos, a enzima € capaz de formar géis de caseina firmes e
resistentes a temperatura, com boa retencdo de agua, o que € atrativo para producdo de
iogurtes e bebidas lacteas fermentadas. Em sorvetes e queijos a aplicagao da transglutaminase
microbiana possibilita a reducdo do teor de gorduras ou solidos ndao gordurosos
(YOKOYAMA; NIO; KIKUCHI, 2004).

Rodrigues et al. (2014) no estudo de aplicacdo de transglutaminase microbiana na

producao de queijo minas frescal obtiveram que a adigdo da enzima transglutaminase na
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concentragdo de 0,06% (1,89 UlLg™") aumentou o rendimento do queijo em, aproximadamente,
6,5% com relagdo ao produzido pelo processo tradicional.

Em sorvetes, a aplicagdo da enzima transglutaminase permite a obtencao de um
produto com baixas calorias, sem aglcar, com textura mais macia, mais suave e de facil
manipulagdo (MOTOKI; SEGURO, 1998; KURAISHI; YAMAZAKI; SUSA, 2001). Quando
formulacdes de sorvete sao tratadas com transglutaminase antes da pasteurizagdo da mistura e
do congelamento subsequente, o perfil de derretimento do sorvete ¢ variavelmente afetado,
dependendo do tempo de incubacdo e da concentragdo enzimatica (LORENZEN, 2002).

Gauche e colaboradores (2009) em estudos de polimerizagdo das proteinas do leite por
transglutaminase e avaliagdo de modificagdo das propriedades funcionais e aplicagdo em
produtos lacteos determinaram que o nivel de oligomerizacdo das moléculas de caseina no
processamento de iogurte apos a adi¢ao de transglutaminase é de 10,9% no produto preparado
da forma tradicional e de 25,8% com o tratamento enzimatico (3 U/g). Segundo os autores, o
efeito da incubagdo da transglutaminase, simultaneamente ao processo de fermentacao reflete
em aumento da viscosidade e reducao da sinérese.

A 4rea mais avancada no processamento de derivados lacteos usando transglutaminase
¢ na fabricagdo de iogurtes, com um aumento em estudos também para bebidas lacteas
fermentadas (LORENZEN, 2002). Sendo assim ¢ importante conhecer melhor a forma de

atuagdo da enzima sobre estes produtos.

Aplicacio da MTG em leites fermentados

Em linhas gerais, proteinas lacteas tem se mostrado bons substratos para as reagdes
catalisadas pela transglutaminase (BONISCH et al., 2007). As caseinas, principais proteinas
do leite, s3o um excelente substrato para transglutaminase microbiana em produtos lacteos.
Isso ¢ atribuido ao baixo grau de estrutura tercidria, flexibilidade e auséncia de quaisquer
ligagdes de dissulfureto nas caseinas, permitindo que os grupos reativos fiquem expostos a
MTG.

No entanto, as proteinas do soro em sua estrutura globular nativa sdo, em comparagao,
menos propensas a reagdo de reticulagdo, principalmente devido a estabilizacdo da
conformacgado globular por ligagdes com dissulfuretos limitando a susceptibilidade dos sitios
ativos e requerendo modificagdes em sua estrutura antes da acdo enzimatica

(FAERGEMAND et al., 1999).
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A modificacdo pode ser realizada por desnaturagcdo por calor, com o uso de agentes
redutores, aumento do valor do pH ou pela aplicagdo de pressdo hidrostatica. Tais reagdes
podem induzir a desnaturagdo das proteinas de soro de leite e/ou clivagem dos lacos de
dissulfureto levando ao desdobramento das proteinas de soro do leite e exposi¢ao de
potenciais sitios para agdo da MTG conforme relatado por Jaros et al. (2006).

Além disso, a MTG apresenta baixa reatividade em leite ndo aquecido ou
pasteurizado, o que ¢ atribuido a presenca de um inibidor indigena da enzima no leite, sendo
este sensivel ao calor. Portanto, um tratamento térmico aplicado principalmente antes da
reticulagdo, ¢ de extrema importancia para efetiva agio da MTG (BONISCH et al., 2007).
Outra opcdo para solucionar a baixa reatividade da enzima no leite ndo aquecido ou
pasteurizado pode ser pela adicdo de glutationa (GSH), um agente redutor de qualidade
alimentar que previne a inibi¢do da transglutaminase (FAERGEMAND et al., 1999).

Romeih ¢ Hamad (2010) investigaram a susceptibilidade das fragdes de proteina de
soro de leite a reticulacdo pela MTG e concluiram que a B-lactoglobulina era mais suscetivel e
com maior taxa de reticulacdo do que a-lactalbumina. Entre as caseinas do leite, Sharma et al.
(2001) verificaram que a k-caseina ¢ mais suscetivel 8 MTG em um sistema de leite cru
estando a Pf-caseina como a segunda mais reticulada. Ja no leite reconstituido a partir de leite
em po integral, incubado com MTG a 25 °C durante 2 horas, Kuraishi, Yamazaki e Susa
(2001) mostraram que principalmente -caseina foi reticulada.

No entanto, a susceptibilidade de caseinas individuais a a¢do da tranglutaminase tem
sido relacionada aos seus respectivos locais na micela (HINZ; HUPPERTZ; KELLY, 2012).
Na superficie da micela de caseina tem-se que as k-caseinas sdo predominantes, enquanto as
B-caseinas e a-caseinas estdo localizadas principalmente no nticleo micelar. Ressaltando que a
estrutura da micela da caseina ¢ muito dindmica e ¢ afetada por um grande numero de
parametros como pH, temperatura e equilibrio mineral no sistema (DALGLEISH, 2011). Isso,
por sua vez, pode influenciar a acessibilidade da MTG ao substrato.

A transglutaminase pode ser empregada de duas maneiras diferentes na producdo de
leites fermentados, antes da fermentacdo ou simultaneamente a esta etapa (LORENZEN,
2007).

De acordo com Farnsworth et al. (2001), a reticulagdo proteica do leite com
transglutaminase antes da fermentacdo requer tempo de processo maior, bem como um passo
de inativagdo térmica, mas tem a vantagem de um pH constante durante a reagdo enzimatica.

Lorenzen (2007) atribuiram a necessidade de tempo de fermentagdo maior devido reducdo na
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disponibilidade de peptideos de baixa massa molecular para o crescimento das bactérias
laticas.

E quando ocorre a agdo da transglutaminase simultaneamente com a fermentagdo, a
enzima ¢ gradualmente inativada devido redu¢do do pH saindo da faixa 6tima para acao da
enzima, ndo sendo portanto necessario nenhum tratamento térmico (LORENZEN 2007).

A textura dos leites fermentados, em especial de bebidas lacteas fermentadas e
iogurtes, sdo altamente dependentes da funcionalidade dos componentes individuais, das
interacdes entre os componentes e também das etapas do processo de produgdo. Estudos
apresentam beneficios promissores para produtos lacteos fermentados, como: aumento da
forca do gel, reducdo da sinérese, aumento da viscosidade e cremosidade (JAROS et al.,
2006) pela acdo da transglutaminase de origem microbiana.

Faergemand et al. (1999) ao tratarem iogurtes firmes com MTG concluiram que o gel
formado era cerca de 15 vezes mais forte quando comparados com aqueles sem tratamento ¢
que este gradual aumento de forca estava relacionado ao emprego de maior teor de enzima.

Em relacdo a separagdo do soro, a suscetibilidade de géis acidos a esse fendmeno pode
ser reduzida criando uma malha mais fina que imobiliza uma grande quantidade de agua.
Permeabilidade ¢ uma medida das caracteristicas da malha do gel e depende principalmente
da distribuicdo uniforme das particulas e do tamanho dos poros formados. A permeabilidade
de bebida lactea fermentada foi medida e diminuiu significativamente com o aumento do teor
de transglutaminase e, consequentemente, o produto apresentou menos sinérese quando
comparado ao produto sem tratamento enzimatico em estudo realizado por JAROS et al.,
2006.

Bonisch et al., (2007) produziram iogurtes batidos adicionando a MTG junto com a
cultura lactea para avaliar os efeitos durante a armazenagem. Os resultados mostraram um
aumento significativo da viscosidade nos iogurtes tratados com MTG. Quanto a atividade
enzimatica residual, foi observado um aumento da viscosidade durante armazenamento, mas
ndo houve aumento no grau de polimerizagdo das amostras, e a possivel explicacdo seria um
efeito secundario do tratamento com MTG ocasionando uma aglomeragdo das proteinas de
interacdes ndo covalentes.

Lorenzen (2007) mediram o grau de polimerizagdo de iogurtes tratados com MTG (0,6
U g'de proteina) e sem tratamento enzimatico (controle), e observaram no controle um grau
de polimerizagado entre 7 e 11% devido ao tratamento térmico enquanto que no iogurte tratado

o grau de polimerizagado foi de 22% resultando em uma maior viscosidade aparente.
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Gauche et al., (2009) produziram iogurtes com 100% de leite, com 80% de leite e 20%
de soro e 70% de leite e 30% de soro, todos com e sem MTG e avaliaram as amostras quanto
a fluidez, textura e sinérese. Em relagdo a sinérese, comparando sempre com o controle com a
mesma combinagdo de leite e soro, foi observada uma reducao de 31% no iogurte produzido
com 100% de leite e de 21% e 16% nos iogurtes com 30% e 20% de soro, respectivamente.
Ainda foi observado que o iogurte com 20% de soro tratado com a enzima apresentou o
mesmo nivel de sinérese e consisténcia do iogurte com 100% leite sem MTG, sugerindo que
em relagdo a sinérese ¢ possivel produzir um iogurte similar tratado com a enzima com 20%
de soro.

Moreira (2017) estudaram o efeito da adicdo de transglutaminase e gelatina na
viscosidade de bebidas lacteas fermentadas fabricadas com soro de queijo. Estes autores
observaram que a aplicagdo da MTG e gelatina aumentaram a viscosidade do produto final e
que os tratamentos utilizando estes aditivos em conjunto ou separados nio apresentaram
diferenga nas condigdes testadas.

De Paula et al. (2000) estudaram a aplicacdo da enzima transglutaminase em iogurtes
naturais batidos, os resultados mostraram que a adi¢do de 0,04% de MTG apresentou
melhores resultados para viscosidade, firmeza e sinérese do que o iogurte fortificado com 2%
de leite em p6 desnatado.

Assim como relatado para diferentes formulacdes de iogurtes espera-se que resultados
de melhorias em caracteristicas sensoriais de bebidas lacteas fermentadas sejam alcancados
com o uso da transglutaminase. Porém hd um menor nimero de estudos sobre aplicagdo da
enzima em bebidas lacteas fermentadas, e como o consumo deste produto tém sido muito

crescente, estes se fazem necessario.
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4 METODOLOGIA

PREPARO DA BEBIDA LACTEAFERMENTADA

O soro de leite em po utilizado foi gentilmente fornecido pela Alibra Alimentos Ltda,
fabricante do produto. Utilizou-se o fermento lacteo YO-MIX 885 LYO 50 DCU, liofilizado e
composto exclusivamente de cepas de Streptococcus salivarius subsp. thermophilus e
Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus fabricado pela Danisco e gentilmente fornecido
pela Usina de Beneficiamento e Cooperativa Mista Agropecuaria de Patos de Minas
(Coopatos). Neste trabalho foi utilizada a ACTIVA® YG recomendada para iogurtes e
produtos similares com atividade declarada de 10° U g' de preparagdo enzimatica,
gentilmente fornecidas pela Ajinomoto Interamericana Ind. e Com. Ltda. O agtlicar refinado
utilizado foi comercial, assim como o leite em pd, sendo utilizado para critério de escolha o
teor de proteinas apresentado na tabela nutricional do produto. Os espessantes/estabilizantes
empregados foram a goma guar, amido modificado de milho 50 da Cargil e a gelatina de
bloom 220.

O processo de fabricagdo da bebida lactea fermentada seguiu o fluxograma

apresentado na Figura 3.



Figura 3 — Fluxograma da producao da bebida lactea fermentada.
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Para o preparo das amostras dgua destilada pesada em um béquer era aquecida até 40
°C em manta aquecedora (marca ano modelo). Em seguida sob agitacdo em agitador
magnético com aquecimento (VELP, ARE — 20500162) eram adicionados o leite em po
integral ¢ o soro de leite em po, sendo a mistura mantida por 6 minutos sob agitacao,
adicionando posteriormente o agucar, gelatina, amido, goma e sorbato de potassio, nesta
ordem de acordo com a formulagdo. A solugdo era mantida sob agitacdo por 10 minutos para
solubilizacdo de todos os ingredientes. Posteriormente era levada ao banho termostatico
(LAUDA,SL 152) para pasteurizacao em temperatura de 85 °C por 30 minutos.

Assim que o bindmio foi atingido, a solug@o era resfriada em banho de gelo até atingir
temperatura de 42 °C, quando adicionavam-se o fermento lacteo e a enzima. Para
homogeneizar a mistura esta era mantida sob agitacdo por mais 10 minutos em agitador
mecanico (IKA, DLH) com rotagao de 500 rpm. Ao término desta etapa era realizado o
envase da solugdo em potes de vidro e entdo era realizada a fermentagdo em incubadora
B.O.D. (BUNKER, LS 334) em temperatura de 42 °C por cerca de 4 horas quando se atingia o
pH de corte do coagulo de 4,6. As amostras eram resfriadas em banho de gelo até 20 °C e
posteriormente o corte era realizado por agitador mecanico a 500 rpm durante 10 minutos. Por
fim as amostras eram envasadas em potes plasticos de 250 mL e armazenadas sob refrigeragao
em geladeira. Todos os ingredientes solidos das formulagdes foram pesados em balanca
analitica (GEHAKA, AUW 220D).

As formulagdes variaram quanto a combinacdo de goma guar, gelatina e amido nas
proporcoes apresentadas na Tabela 3 com e sem adi¢gdo da enzima transglutaminase

microbiana.

Tabela 3: Propor¢des de estabilizantes/espessantes utilizados na elabora¢do das bebidas
lacteas.

Formulacao Goma Guar (%) Gelatina (%) Amido (%)

GO/GE/AM 0,30 0,30 1,00
GE/AM - 0,30 1,00
GO/AM 0,30 - 1,00
GO/GE 0,30 0,30 -

AM - i 1,00

Onde: GO = goma guar; GE =gelatina; AM = amido de milho modificado.
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Quando ndo adicionado algum dos componentes, amido, gelatina ou goma guar, o

percentual deste era recompensado pela adicdo proporcional de leite e soro em po. A

quantidade de enzima adicionada foi determinada pela propor¢do de proteina presente na

solugdo, calculada considerando o teor proteico apresentado na tabela nutricional do leite e

soro em po. O teor de fermento lacteo foi determinado seguindo instrugdes do fabricante,

estabelecendo um percentual de 0,0006% por litro de formulagdo.

ANALISES FISICO-QUIMICAS

As andlises descritas abaixo foram realizadas em triplicata nas formulagdes com e sem

adicdo de enzima transglutaminase de origem microbiana.

>

pH: foi realizado em um potenciometro Micronal modelo V, conforme descrito na

A.0.A.C, (1995);

Teor de acido latico: foi determinado pela medida de acidez realizada por titulagdo com

NaOH a 0,1 M, conforme descrito na A.O.A.C., (1995);

Acidez total titulavel: foi determinado pela medida de acidez realizada por titulagdo com

NaOH a 0,1 M, conforme descrito na A.O.A.C., (1995);

Proteina: foi realizado segundo Método de Kjeldahl (digestor e destilador de Kjeldahl),
conforme descrito na A.O.A.C., (1995);

Sélidos Totais: foi realizado em uma estufa a 105 °C, conforme descrito na A.O.A.C.,

(1995);

Sinérese: foi realizado com base no método da centrifugagdo utilizado por Gauche et al,
(2009) — 10 g foram centrifugadas sob refrigeracdo a 3000 rpm por 10 minutos. O soro
separado foi coletado. O resultado foi expresso em (%), dividindo-se a massa de soro

separada pela massa inicial da amostra e multiplicando-se por 100.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

A producao de acido latico durante a fermentacdo do leite ¢ responsavel pela
elaboragdo do iogurte.

A acidez exerce grande influéncia sobre os atributos de qualidade sobre produtos
lacteos fermentados e ¢ um dos fatores que limita sua aceitagdo. Durante a estocagem
refrigerada das bebidas lacteas elaboradas, pode haver aumento da acidez titulavel e estas
mudancgas na acidez do produto ocorrem, em maior ou menor grau, dependendo da
temperatura de refrigeracdo, do tempo de armazenamento e do poder de pds-acidificagdo das
culturas utilizadas (GONZALEZ-MARTINEZ, 2002). Os resultados obtidos em analise da

acidez titulavel das formulagdes de bebida lactea fermentada sdo apresentados na Tabela 4.



Tabela 4 — Valores de acidez total titulavel nos dias 3, 5 e 7 de vida de prateleira.

Acidez Total Titulavel

Formulag¢do  Dia com MTG sem MTG
3 6,012 = 0,367 6,434 + 0,495
GO/GE/AM 5 7,395 +0,159*" 8,015 + 0,254
7 7,947 £ 0,050°8 7,772 £ 0,400
3 6,099 + 0,264 6,482 + 0,377
GE/AM 5 8,005 + 0,088*" 7,676 + 0,273
7 8,210 + 0,044™" 8,395+ 0,241
3 5,525+ 0,293 5,622 + 0,297
GO/AM 5 7,471 £0,228* 7,672 +0,240*8
7 7,555 +£0,116™ 7,937 £ 10,1388
3 6,016 + 0,382 6,090 + 0,235
GO/GE 5 7,673 £ 0,102 7,779 £ 0,295%8
7 7,653 + 10,2848 8,396 + 0,234*8
3 5,424 + 0,282 5,879 + 0,349
AM
5 6,895 +0,165*® 7,157 +£0,1058
7 7,458 £ 0,342*® 8,282 +0,432%8

Onde:GO = goma guar; GE =gelatina; AM = amido de milho modificado.
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Formulagdes com letras minusculas na vertical e horizontal idénticas ndo diferem entre si ao nivel de

5% de significancia (p<0,05). Letras maiusculas na vertical e horizontal idénticas ndo diferem entre si

ao nivel de 5 % de significancia (p<0,05).

Observa-se que as formulagdes com e sem adicdo da enzima transglutaminase nao

apresentam diferenca quanto ao teor de acido latico significativamente (p < 0,05) entre si ao

terceiro dia de analise apoOs a producao das bebidas. Mostrando que a enzima nao interfere no

processo de fermentagdo para producdao do iogurte. O mesmo ocorre ao avaliar os valores

obtidos nos dias posteriores, sendo que a partir do quinto dia, ndo se tem diferenga nos teores

de acidez titulavel para todas as formulagdes, demonstrando assim que o consumo de



38

substrato pelos cultivos laticos e conversdao em acidos, principalmente em acido latico,

apresenta um inicio de estabilizacdo e redugao.

Condizente com o que foi apresentado pelos valores de acidez, tem-se que o teor de

acido latico das formulagdes aumenta gradualmente com o tempo. Isto ocorre por que as

bactérias laticas acidificam o meio pela conversdo de acucares em acido latico, sendo o

percentual deste 4cido apresentado na Tabela 5.

Tabela5 — Percentual de acido latico das formulagdes avaliado nos dias 3, 5 ¢ 7.

Formulacao Dia

% Acido Latico

com MTG

sem MTG

GO/GE/AM 5

GE/AM 5

GO/AM 5

GO/GE 5

AM
5

7

0,571 + 0,033
0,666 = 0,014°®
0,715 + 0,004
0,549 + 0,024
0,720 £ 0,008
0,739 & 0,004"¢B
0,497 + 0,026
0,672 £ 0,021°®
0,680 + 0,010°8
0,541 +0,034**
0,691 + 0,009**8
0,699 + 0,026
0,488 + 0,025
0,621 £0,015®

0,671 +£0,031*®

0,579 + 0,045
0,721 + 0,023
0,729 + 0,036
0,583 + 0,034
0,691 + 0,025
0,756 + 0,022
0,506 = 0,027
0,690 + 0,022
0,714 + 0,012%®
0,548 + 0,021
0,700 + 0,027
0,753 + 0,021
0,491 + 0,031*
0,634 + 0,009

0,675 + 0,039*"

Onde:GO = goma guar; GE =gelatina; AM = amido de milho modificado.

Formulagdes com letras minusculas na vertical e horizontal idénticas ndo diferem entre si ao nivel de

5% de significancia (p<0,05). Letras maiusculas na vertical e horizontal idénticas ndo diferem entre si

ao nivel de 5 % de significancia (p<0,05).
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Apesar da etapa de fermentagdo ter sido encerrada e iniciado o resfriamento em pH
4,6, a acao das bactérias laticas continua lentamente em temperatura baixa, o que proporciona
o aumento do percentual de acido latico, principalmente pela atividade do microrganismo L.
bulgaricus que pode tolerar valores de pH mais acidos, na faixa de 3,5 a 3,8, (ANDRADE,
2010).

Observa-se que em todas as amostras os valores de acido latico no dia 3 apresenta
diferenca significativa (p<0,05), comparado aos valores obtidos nos dias 5 e 7, entretanto
estes ultimos nao diferem entre si, o que pode indicar o inicio de uma estabilizacao da
producdo de acido latico devido queda no teor de substrato, principalmente a lactose, agticar
presente no leite e soro.

A producdo de acido latico, ¢ caracteristica de todos os leites fermentados, age como
conservante natural, além de tornar os componentes do leite mais digeriveis. O aumento no
teor de acido latico contribui para a desestabilizagdo das micelas de caseina e,
consequentemente, para a formacdo do gel, além de proporcionar o seu sabor &cido
caracteristico, acentuando o aroma do produto.

Dentre as formulagdes, aquelas que possuiam amido ¢ goma (GO/AM e AM)
apresentaram menor teor de 4cido latico no 3° dia, tanto para as amostras com adi¢do como
para as sem adicdo da enzima transglutaminase. Isto pode ser explicado pela maior
dificuldade de metabolizagdo desses aglicares pelas bactérias laticas devido as cadeias
moleculares destes polissacarideos apresentarem ramificacdes que necessitam de enzimas
especificas para hidrélise. Em contrapartida as bactérias laticas possuem maior capacidade de
metabolizar lactose devido a acdo da permease, enzima que atua no processo de transporte
ativo de substancias através da membrana celular, facilitando a absor¢ao deste agucar.

Alves et al. (2014) avaliaram as bactérias laticas L. bulgaricus e S. termophilus com
capacidade amilolitica, ou seja, que produzem enzimas capazes de hidrolisar o amido para
posteriormente conversdao em 4acido latico. Estes autores relataram que estas bactérias
empregadas na fermentagdo das bebidas lacteas apresentaram capacidade amilolitica reduzida.
Porém, segundo os resultados da Tabela 5, observa-se ao decorrer dos dias 5 e 7 que nas
formulacdes que continham goma e amido, os valores de menor teor de 4cido latico produzido
se torna menos discrepante quando comparado as demais amostras. Isto se deve a queda no
teor de lactose primeiramente consumida, passando assim as bactérias a metabolizarem
mesmo que em menor quantidade, os demais acticares presentes, como a sacarose, a goma € o

amido, a fim de manterem suas necessidades energéticas.
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Faria (2010) que fez analises fisico-quimicas apds 7 dias de fabricagao de uma bebida
lactea fermentada com 97,98% de base (leite e soro em pé e dgua), 2% de fermento e 0,02%
de transglutaminase, observou para este produto o valor de 0,63% de &cido latico. Na
literatura sdo encontrados diversos estudos que encontraram valores entre 0,5 e 0,7% para
acido latico em iogurtes (ALMEIDA; BONASSI; ROCA, 2001; OLIVEIRA et al., 2006;
SANTOS et al., 2006; ANDRADE, 2010; MENEZES, 2011).

Os valores de pH sao apresentado na Tabela 6. Observa-se uma queda gradual no pH
para todas as formulagdes, devido ao aumento do teor de acido latico como apresentado
anteriormente. Ao decorrer das analises a formulacaio GO/GE/AM com e sem adigao de MTG
e a formulacdo GE/AM com a enzima nao apresentaram diferenca significativa (p < 0,05)
entre os valores obtidos nas analises do quinto e sétimo dia, demonstrando assim uma possivel
estabilizacao na producao de acidos, semelhante na avaliagao da acidez tituldvel. Porém, as
demais formulagdes apresentaram diferenga significativa (p < 0,05) entre os valores obtidos
ao decorrer dos trés dias de andlise, portanto, nestas ainda ocorreu uma producdo de acidos

mais expressiva.



Tabela6 — pHdas formulagdes avaliado nos dias 3, 5 e 7.

pH
Formulag¢do  Dia com MTG sem MTG
3 445+0,013abA 4,41 +0,018*%
GO/GE/AM 5 4,20 £ 0,009**8 4,24 +0,049*8
7 4,16 + 0,007 4,16 +0,016™8
3 4,45 + 0,027 4,42 +0,017*4
GE/AM 5 422 +0,0118 4,23 +£0,020*®
7 4,19 +0,007"8 4,13+0,011°
3 4,49 +£0,011%4 4,34 £+ 0,022
GO/AM 5 425+0,018"® 4,140,011
7 4,20 + 0,007 4,09 £ 0,016
3 4,42 + 0,022 4,44 £+ 0,022%4
GO/GE 5 425+0,011*® 4,23 +0,018%8
7 420+0,011¢ 4,16 £ 0,020
3 4,40 £ 0,013 4,34 +0,016
AM
5 4,34 +0,018%® 4,17+0,011®
7 4,26 + 0,009 4,09 + 0,022

Onde:Onde:GO = goma guar; GE =gelatina; AM = amido de milho modificado.
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Formulagdes com letras minusculas na vertical e horizontal idénticas ndo diferem entre si ao nivel de

5% de significancia (p<0,05). Letras maiusculas na vertical e horizontal idénticas ndo diferem entre si

ao nivel de 5 % de significancia (p<0,05).

Segundo Fiszman, Lluch e Salvador (1999) o teor de solidos do leite exerce grande

influéncia na acidez titulavel, sendo o pH o melhor critério para se expressar a acidez do

iogurte, e portanto este parametro pode expressar melhor a acidez das formulagdes.

O pH tem grande influéncia nas caracteristicas de bebidas lacteas fermentadas, pois

interfere no aspecto visual do produto final, sendo fundamental um controle rigoroso para que

ndo ocorram possiveis separagdes de fases, devido acidificacdo elevada, que também provoca
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alteracdes nas caracteristicas sensoriais tornando o produto indesejavel. Além disto, o pH
interfere no nimero total de bactérias lacticas viaveis presentes durante todo o prazo de
validade, que segundo a legislagido deve ser no minimo de 10° UFC/g, pois uma acidificagio
excessiva pode levar a lise celular (BRASIL, 2005; GURGEL e OLIVEIRA, 1995).

Os resultados entre 4,09 ¢ 4,45 obtidos neste estudo encontram-se dentro dos valores
usuais para bebidas lacteas fermentadas que sdo entre 3,7 a 4,6 (SOUZA, 1991). Muguruma e
colaboradores (2003) obtiveram pH de 4,49 em analise apos sete dias de producao de queijo
petit suisse contendo 0,375% de goma guar e carragena em sua composi¢do. Valor acima do
apresentado pelas formulagdes com goma (GO/GE/AM, GO/AM e GO/GE) ao sétimo dia de
vida de prateleira. A Tabela 7 abaixo contém o teor proteico € o teor de solidos das
formulagdes. Analisando os dados estatisticamente pelo teste de Tukey teve-se que as

formulacdes ndo diferem quanto ao percentual de proteinas e solidos (p < 0,05).

Tabela 7 — Teor proteico e de solidos totais.

% Proteina (m/m) % Sélidos (m/m)

Formulacao com TG sem TG com TG sem TG

GO/GE/AM 1,86 + 0,065° 1,81 + 0,086° 18,012 £ 0,634 18,706 + 0,440°

GE/AM 1,86 + 0,049° 1,85+ 0,057° 18,435+ 0,882 18,512+ 0,152°
GO/AM 1,76 + 0,077¢ 1,74 + 0,083 18,446 £ 0,103* 18,285+ 0,120°
GO/GE 1,81 +0,035° 1,86 + 0,047¢ 18,537+ 0,998* 18,385+ 0,020°

AM 1,73 +0,094° 1,74 +0,015° 18,475 £ 0,060° 17,629 +0,473°

Onde:GO = goma guar; GE =gelatina; AM = amido de milho modificado.

Formulagdes com letras idénticas ndo diferem entre si ao nivel de 5% de significancia (p<0,05).

Observa-se que os menores valores em relagdo a proteina sdo apresentados pelas
formulagdes contendo goma e amido (GO/AM) e contendo s6 amido (AM), com e sem adi¢ao
de transglutaminase, o que pode ser explicado por estas serem as formulagdes que nao
continham gelatina. A gelatina utilizada bloom 220 contém cerca de 86% de proteinas em sua
composi¢do, o que representa 2,58 gramas de proteina por litro de bebida lactea fermentada.

Ao retirar este componente da composicdo, substituia-a por um acréscimo

proporcionalmente por leite e soro em po, 0s quais apresentam um teor proteico abaixo do
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encontrado na gelatina. Isto pode ser observado ao analisar que todas as demais amostras
contendo gelatina apresentaram valores maiores quanto ao percentual proteico.

Todas as formulagdes apresentaram teor de proteinas entre 1,73 e 1,86 gramas em 100
gramas de produto, valores de acordo com a legislacio que determina que bebidas lacteas
fermentadas devem conter no minimo 1,2 gramas de proteina em 100 gramas de bebida
lactea. Thamer e Penna (2006) obtiveram valores entre 1,93 e 2,26% em bebida lactea
fermentada com avaliacdo do teor de soro. Faria (2011) encontrou teores de 2,26% de proteina
em formulagdo de bebida lactea fermentada contendo proporcao de 1:1 entre leite € soro em
po, valor este acima dos encontrados neste estudo, apesar de a proporg¢ao ter sido a mesma.

Devido a presenga de soro sabe-se que o teor proteico de bebidas lacteas fermentadas ¢
menor do que o teor presente em iogurtes. Farsworth e colaboradores (2005) determinaram
teor de 3,06 g/100 g de proteinas em iogurte com adi¢do de transglutaminase. Ja Bonisch et al.
(2007) determinou teor de 3,43 g/100 gramas de proteina em iogurte sem fortificagdo e de
4,69 g/100 gramas em iogurte com 1,25% de fortificagdo em proteinas.

Com relacdo ao teor de sdlidos totais, quanto maior a porcentagem de solidos dos
ingredientes usados para o preparo das bebidas lacteas maior sera seu teor. Os percentuais de
solidos ndo apresentaram diferenca entre as formulagdes com e sem enzima, variando entre
17,629 e 18,706%, o que se explica por todas as formulacdes que ndo contenham algum
componente (goma, gelatina e/ou amido), terem o percentual deste acrescido em leite e soro
em po. Gallina e colaboradores (2009) ao caracterizarem bebida obtida a partir de leite
fermentado simbiotico adicionado de polpa de goiaba obtiveram valores de 16,06 % de
solidos em sua formulagdo, valor este proximo aos observados neste trabalho. Thamer e
Penna (2006) obtiveram valores entre 15,68 ¢ 18,97% de so6lidos no estudo da caracterizagao
de bebidas lacteas funcionais fermentadas acrescidas de prebidticos. Os valores mais elevados
apresentados por estes autores foi de 18,95 e 18,97%, os quais continham na formulagdo a
concentracdo maxima de 8% sacarose, percentual igual ao utilizado no preparo das
formulagdes do presente trabalho.

Na elaboragdo e avaliacdo de uma bebida lactea fermentada a base de soro de leite
fortificada com ferro, Silva et al. (2012) encontraram um teor de 18,16% de solidos totais.
Esse valor corresponde a uma composicao de 58,0% de leite cru, 24,8% de soro de queijo,
8,2% de sacarose, 7,0% de polpa de manga e 2% de cultura mista, valores estes proximos aos

apresentados neste estudos.
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Na Tabela 8 estdo os valores do estudo de sinérese das amostras no 5° dia. Observa-se
que as formulagdes GO/GE com e sem adi¢do da enzima MTG ndo apresentaram separagao
de liquido. A goma guar ¢ bastante empregada em produtos lacteos por conferir espessamento,
estabilizacdo, controle reoldgico e de viscosidade, modificacdo de textura e consisténcia e
retengdo de dgua (SANDERSON, 1981). Ja a gelatina é normalmente empregada em produtos
lacteos fermentados como estabilizante devido a suas caracteristicas reologicas desejaveis na
formacao de gel, além de propiciar o aumento da viscosidade, da firmeza e evitar a separagao
do soro (KEOGH; O’KENNEDY, 1998; FISZMAN; LLUC; SALVADOR, 1999), empregada
em associagdo com hidrocoléides, como a goma guar, devido agdo sinérgica.

A legislagdo estabelece para leites fermentados, que espessantes e estabilizantes como
sdo classificadas os aditivos goma guar e gelatina podem ser adicionados “quantum satis”
(quanto baste), ou seja, ndo ha um limite (BRASIL, 2000), assim maiores teores destes

componentes ¢ possivel para estabelecer melhores caracteristicas fisico-quimicas.

Tabela 8 — Percentuais de sinérese ao quinto dia de vida de prateleira.

Sinérese (%)

Formulacéo com TG sem TG

GO/GE/AM 12,724 + 3,042° 12,185 +1,238°
GE/AM 14,589 + 1,478° 17,887 +2,773¢
GO/AM 18,834 + 4,003¢ 21,101 £2,218°
GO/GE 0,000 £ 0,000* 0,000 £ 0,000*

AM 30,347 + 2,645¢ 30,742 + 3,310¢

Onde:GO = goma guar; GE =gelatina; AM = amido de milho modificado.

Formulagdes com letras idénticas ndo diferem entre si ao nivel de 5% de significancia (p<0,05).

Estudos de Keogh e O’Kennedy (1998) e Fiszman, Lluch e Salvador (1999) relatam a
auséncia de sinérese em iogurtes contendo 0,5% de gelatina em suas formulagdes.
Supavititpatana et al. (2008) constataram que a adi¢do de 0,4% de uma gelatina comercial
ocasionou boa aceitabilidade para o produto, com pouca sinérese dos géis produzidos,

percentuais estes proximos ao empregado neste estudo de 0,3% de gelatina.
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Em contrapartida as formulagdes sem a adi¢ao de goma guar, mas com gelatina e
amido apresentaram liberacdo de liquido, sendo que as que continham apenas amido
apresentaram os maiores percentuais de sinérese. O que pode ser associado ao processo de
retrogradacdo do amido em que ocorre um rearranjo das moléculas por ligacdes de
hidrogénio, causando a liberacdo de moléculas de dgua devido a contracdo da rede de gel
(LAPASIN; PRICL, 1999).

Costa e colaboradores (2013) no desenvolvimento de bebida lactea fermentada com
diferentes espessantes/estabilizantes (goma guar, concentrado proteico de soro, gelatina,
amido e goma xantana) obtiveram que as trés formulagdes contendo respectivamente 0,50%
de proteina e 0,50% de concentrado proteico de soro; 1,00% de gelatina em p6 e uma com
1,00% de goma guar, ndo apresentaram sinérese. As amostras que mais apresentaram
separacdo de soro foram as que continham amido, nas proporcdes de 0,50 e 1,00%.

Analisando as formula¢des com e sem adi¢do da enzima MTG a amostra GE/AM foi a
unica que apresentou diferenca significativa (p < 0,05), sendo que a formulagdo contendo a
enzima apresentou menor sinérese. Isto pode ser associado a a¢do da transglutaminase sobre
as proteinas, uma vez que as ligacdes cruzadas catalisadas pela MTG formam uma
microestrutura do gel mais compacta (FAERGMAND et al., 1999) o que diminui a contra¢ao
do gel e, consequentemente, ocasiona uma menor sinérese. Esta formulacdo continha um teor
de proteinas maior por conter gelatina e um acréscimo de soro e leite em p6 para compensar a
nao adi¢cdo de goma, favorecendo a acao da MTG.

Porém, Faria (2011) relata que bebidas lacteas com baixa concentracdo enzimatica
(0,02%) assim como foi empregado nas formulagdes deste trabalho, ndo formam ligacdes
cruzadas suficientes para minimizar a contracdo do gel, ao inicio da vida de prateleira do
produto. E em seu estudo o autor pode observar que apenas apds 21 e 28 dias todas as
formulacdes analisadas apresentaram niveis de siné€rese significativamente menor (p < 0,05)
do que o controle, indicando que mesmo em baixas concentracdes a TG pode reduzir a
sinérese em bebidas lacteas fermentadas apds 21 dias de vida de prateleira o que se deve as
ligacdes cruzadas catalisadas pela transglutaminase ocorrerem gradativamente durante o
armazenamento.

A amostra GO/AM apresentou maior valor de sinérese quando comparada a
formulagdo em igual composi¢do, porém com a presenca da enzima transglutaminase. Quanto
a isto, observa-se que esta formulagdo sem a enzima no 5° dia de vida de prateleira, periodo
em sinérese foi avaliada, apresentou um pH de 4,14, abaixo do pH de 4,25 apresentado pela

formulacdo GO/AM com a adi¢do da enzima. O abaixamento excessivo do pH favorece



sinérese devido a redugao capacidade de retengdo de agua das proteinas e contracao do

coagulo, fator portanto, diretamente relacionada a separagdo do soro.
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6 CONCLUSAO

Os valores de acidez titulavel e o percentual de acido lactico demonstraram que todas
as formulagdes tendem a estabilizar quanto a producdo de acidos e consequente reducdo do
pH a partir do quinto dia de vida de prateleira.

Os resultados obtidos para andlise de pH demonstra que todas as formulacgdes
encontram-se dentro dos valores apresentados na literatura para este tipo de produto.

O menor teor proteico € apresentado pelas formulagdes que nao contém gelatina (GE),
sendo que os valores determinados encontraram-se acima do minimo estabelecido pela
legislacdo de 1,2 g de proteina/100 gramas de produto.

Em relagdo a sinérese, a formulagdo contendo goma e gelatina (GO/GE) com e sem
adi¢do da enzima MTG ndo apresentou sinérese nos dias de analise, o que demonstra a
formagdo de uma rede de gel com maior capacidade de retencdo de 4gua. Em contrapartida as
formulagdes contendo amido foram as que mais apresentaram sinérese devido retrogradacao
do amido. A tnica amostra em que a adi¢do da transglutaminase de origem microbiana pode
ter atuado de forma benéfica atuando sobre as proteinas e fortalecendo a rede de gel,
consequentemente diminuindo a sinérese quando comparada a amostra sem a enzima foi a
formulacdo contendo gelatina e amido (GE/AM). O que pode estar associado ao maior teor
proteico desta formulagdo devido a presenca da gelatina, composta por cerca de 86% por
proteinas. Porém, de forma geral o percentual de MTG empregado ndo afetou de forma
significativa os resultados obtidos, o que pode demonstrar que em quantidade pequena como
empregado, esta enzima ndo possua a capacidade de atuar como apresentado em outros

estudos, melhorando caracteristicas desejaveis como a reducdo da sinérese.

e Trabalhos futuros

Posteriormente sera realizada andlise de vida de prateleira do produto para uma
avaliacdo mais ampla das caracteristicas fisico-quimicas das bebidas lacteas fermentadas em
relagcdo a sua composicao, assim como analise sensorial do produto.

Deve ser feita avaliagdo econdmica do emprego da enzima MTG em bebidas lacteas
fermentadas, comparando ao custo de outros componentes que podem dar caracteristicas

desejaveis ao produto, como a gelatina, amidos e gomas.
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