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EFEITO DA ADICAO DE TRANSGLUTAMINASE E GELATINA
NA VISCOSIDADE DE BEBIDAS LACTEAS FERMENTADAS
FABRICADAS COM SORO DE QUEIJO DE COALHO

Effect of transglutaminase and gelatin on the viscosity of fermented
dairy beverages made with “Coalho” type cheese whey

Gisela de Magalhdes Machado Moreira’, Renata Golin Bueno Costa’,
Junio César Jacinto de Paula', Denise Sobral', Verénica Paula Batista’, Suellen Serafim Telles'

RESUMO

A transglutaminase ¢ uma enzima utilizada na inddstria de alimentos com
0 objetivo de produzir moléculas com alto peso molecular pela ligacdo entre
proteinas, agregando caracteristicas ao produto final, como aumento de viscosidade.
Este trabalho teve como objetivo comparar a viscosidade de bebidas lacteas fer-
mentadas sem nenhum aditivo com a viscosidade de bebidas lacteas adicionadas de
transglutaminase, estabilizante (gelatina), e ambos os ingredientes. Foram fabricadas
bebidas lacteas fermentadas com 50% de soro de queijo de coalho em 4 tratamentos,
essas bebidas foram estocadas por 28 dias a 7 °C e sua viscosidade foi analisada
em duplicata semanalmente durante este periodo. O experimento foi realizado em
trés repeti¢des e os dados foram analisados pelos testes de Kruskal-Wallis e Tukey.
Observou-se que a transglutaminase adicionada de glutationa teve efeito semelhante
a gelatina na viscosidade das bebidas lacteas produzidas nas condigdes aplicadas,
superando o tratamento controle (sem adi¢do de enzima e estabilizante), o que torna
essa uma alternativa tecnologica interessante para esse tipo de produto, do ponto de
vista de incremento na viscosidade. Nao houve efeito significativo de tempo sobre
a viscosidade das amostras.
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ABSTRACT

Transglutaminase is an enzyme used in the food industry with the objective
to produce molecules with high molecular weight by linking proteins, adding
characteristics to the final product, such as increased viscosity. This study aimed
to compare the viscosity of fermented dairy beverages without additives with the
viscosity of dairy beverages added with transglutaminase, stabilizer (gelatin), and
both ingredients. Fermented dairy beverages were made with 50% of “Coalho” type
cheese whey in 4 treatments, these drinks were stored for 28 days at 7 °C and its
viscosity was analyzed in duplicate weekly during this period. The experiment was
performed in three replicates and the data were analyzed by Kruskal-Wallis and
Tukey tests. It was observed that transglutaminase with glutathione had a similar
effect to gelatin in the viscosity of dairy beverages produced under the conditions
applied, exceeding the control treatment (without addition of enzyme and stabilizer),
which makes this an interesting alternative technology for this type of product,
with respect to viscosity increment. There was no significant effect of time on the

viscosity of the samples.

Keywords: rheological property; stabilizer; cross-linking.

INTRODUCAO

O uso de aditivos na inddstria de alimen-
tos tem o objetivo de acrescentar proprieda-
des funcionais e sensoriais ao produto final,
melhorando sua qualidade e apresentacdo
ao consumidor. A tendéncia do consumidor
contemporaneo de procurar alimentos sauda-
veis para sua alimentago leva a necessidade
de adequacdo da industria na busca de
novos aditivos que agreguem propriedades
relevantes ao produto. O uso de enzimas pro-
duzidas por microrganismos tem relevada
importancia neste contexto, uma vez que
suas caracteristicas de especificidade sdo
interessantes ¢ sua atividade pode levar a
uma modificagdo controlada e desejavel
nas caracteristicas do alimento, até mesmo
incorporando facilidade ao processo de pro-
ducao e funcionalidade ao produto final.
A modificagdo de proteinas por meio da
utilizacao de enzimas ¢ um método promissor
para melhorar suas propriedades funcionais
e seu valor nutritivo nos diversos alimentos
(FARINA et al., 2004).

A modificacdo de proteinas por enzimas

como a transglutaminase recentemente tem
se tornado de grande interesse para os cien-
tistas da area de alimentos (OZRENK, 2006).
Atransglutaminase — TG (EC 2.3.2.13) ¢ uma
enzima obtida a partir de fungos que apresenta
um largo espectro de aplicagdo na industria
de alimentos, por tornar possivel a unido de
proteinas que normalmente ndo possuem
condicdes de ligagdo (FARINA et al., 2004).
A TG catalisa uma reagdo de transferéncia de
grupos acil entre o grupo carboxi-amida da
ligagdo peptidica nos residuos de glutamina
(doadores de grupo acil) e uma variedade
de aminas primadrias (receptoras do grupo
acil), incluindo o grupo amino de residuos
de lisina em certas proteinas. Na auséncia
de substratos amina, TG catalisa a desami-
nacdo dos residuos de glutamina nos quais
moléculas de agua sdo utilizadas como
receptoras de grupo acil. Assim, TG pode
modificar proteinas por meio de incorporagao
de aminas, ligagdes cruzadas (crosslinking)
e desamidagdo (MOTOKI; SEGURO, 1998).
Estudos sugerem que o dipeptidio formado
ndo afeta nutricionalmente a absor¢ao de li-
sina na dieta (JAROS et al., 2006).
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Em linhas gerais, proteinas lacteas tem
se mostrado bons substratos para as reagdes
catalisadas pela transglutaminase (BONISCH
et al., 2007a). Individualmente, tanto as
caseinas quanto as soroproteinas sdo bons
substratos para a transglutaminase, mas em
um sistema composto, como no leite, as
caseinas fazem ligacdo cruzada preferencial-
mente em relagdo as soroproteinas nativas
(O’SULLIVAN et al., 2002). A fragdo ca-
seinica € um substrato favoravel para agao da
transglutaminase principalmente devido a sua
estrutura altamente acessivel e a sua cadeia
aberta e flexivel (ILICIC et al., 2013). J4 a
B-lactoglobulina nativa ndo ¢ um substrato
ativo da transglutaminase, uma vez que as
fragdes de glutamina e lisina envolvidas na
reacdo estdo inacessiveis dentro da estrutura
protéica enovelada, porém pode ser tornar
ativa apos uma desnaturagdo térmica. A
a-lactoalbumina pode sofrer liga¢do cruzada
pela enzima diretamente (WANG et al., 2013).

A glutationa ¢ uma substancia que tem
sido utilizada para aprimorar a atuacdo da
transglutaminase sobre as proteinas do leite.
Essa substancia pode ser adicionada pura ou
em uma preparagdo contendo a enzima de
interesse e extrato de levedura como fonte
de glutationa. A ligagdo cruzada promovida
pela transglutaminase ¢ melhorada devido ao
fato da glutationa possivelmente interferir na
interacdo entre a enzima e seu inibidor presente
naturalmente no soro do leite. A glutationa tem
efeito similar ao tratamento térmico no me-
lhoramento da atividade de transglutaminase
e, portanto seu uso pode eliminar esta etapa da
producdo de leites fermentados adicionados
de transglutaminase (desde que mantida a pas-
teurizagdo) (BONISCH et al., 2007a).

A adi¢do da enzima transglutaminase
em leite incorre em mudangas nas suas pro-
priedades fisico-quimicas. O tratamento do
leite pré-aquecido com transglutaminase e
com teor reduzido de gordura resulta em um
gel mais firme e sinérese reduzida em leites
fermentados (ILICIC et al., 2013). Estudo

feito por O’Sullivan et al. (2002) aponta as
seguintes alteragdes em leite devido a agdo
de transglutaminase: aumento da estabili-
dade térmica do leite, principalmente em
leite pré-aquecido; aumento do tempo por
coagulacdo pela quimosina; reducdo da
extensao da dissociagdo das micelas de caseina
pelos seguintes tratamentos dissociantes:
adi¢do de uréia, adi¢do de citrato de sddio,
remogdo de fosfato de cédlcio coloidal por
acidificacdo/dialise; aumento na resisténcia
das micelas a diminui¢do de tamanho devido
a altas pressoes; e aumento na resisténcia da
hidrdlise de B-caseina por plasmina.

De acordo com a Resolugdo n® 5 do
Ministério da Agricultura e do Abastecimen-
to, de 13 de novembro de 2000, que oficializa
os padroes de identidade e qualidade de leites
fermentados, tem-se que leites fermentados
sdo produtos resultantes da fermentagdo do
leite pasteurizado ou esterilizado por fer-
mentos laticos proprios, sendo que estes fer-
mentos devem ser viaveis, ativos e abundantes
no produto final durante seu prazo de validade
(BRASIL, 2000). Bebida lactea, conforme
Instru¢do Normativa n° 16 do Ministério da
Agricultura e do Abastecimento, de 23 de
agosto de 2005, ¢ o produto obtido a partir de
leite ou leite reconstituido e/ou derivados do
leite, reconstituido ou ndo, fermentado ou nao,
com ou sem adi¢do de outros ingredientes,
onde a base lactea represente pelo menos 51%
em massa do total de ingredientes do produto
(BRASIL, 2005).

O queijo de coalho ¢ um queijo tra-
dicionalmente produzido na regido nordeste
onde ¢ feito artesanalmente e o seu consu-
mo esta incorporado a cultura desta regiao.
(MUNCK, 2004). O queijo de coalho esta
gradualmente ganhando espaco também nas
outras regides brasileiras, especialmente nas
regides costeiras, onde normalmente ¢ con-
sumido assado na brasa. Por ser um queijo
produzido comumente de forma artesanal por
mao de obra familiar, o uso do soro oriundo
da sua fabricagdo em bebidas lacteas ¢ uma
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alternativa que colabora tanto no sentido de
redugdo de residuos quanto para melhorar a
renda dos produtores.

Este trabalho teve como objetivo com-
parar a viscosidade de bebidas lacteas fermen-
tadas sem nenhum aditivo com a viscosidade
de bebidas lacteas fermentadas adicionadas
de transglutaminase, estabilizante (gelatina),
e ambos os ingredientes.

MATERIAL E METODOS

Os testes foram realizados no Labora-
torio de Pesquisa e Desenvolvimento de Pro-
dutos do Instituto de Laticinios Candido Tostes
(ILCT) da EPAMIG, em Juiz de Fora, MG.

As bebidas lacteas foram fabricadas em
quatro tratamentos, a saber:

* Controle (sem enzima e sem esta-

bilizante);

* TG (com adi¢do de transglutaminase);

* GEL (com o estabilizante gelatina);

* TG/GEL (com enzima e estabilizante).

A primeira etapa consistiu em fabricar
queijo de coalho conforme descrito em Sobral
et al. (2007) para retirada do soro que foi
tratado termicamente (aquecimento até 65 °C)
para inativagdo das enzimas do coalho. A
bebida foi feita em seguida com 50% deste
soro termizado e 50% de leite integral pas-
teurizado em quatro cubas, sendo uma para
cada tratamento. Um alto teor de soro foi
utilizado para maximizar o aproveitamento
deste subproduto na fabricagdo de bebida
lactea, respeitando a legislagdo pertinente
jé citada. A mistura de leite e soro foram
adicionados agtcar (na concentragdo final de
10%) e gelatina em poé (este Gltimo somente
as cubas dos tratamentos GEL e TG/GEL
na concentracdo de 0,3%). A temperatura
foi elevada em todas as cubas até 85 °C e
essa temperatura foi mantida por 15 minutos
para desnaturar o inativador de TG natural
presente no soro ¢ no leite (FARIA, 2010).
A transglutaminase (0,04% da preparacdo

industrial All Taste® contendo glutationa e
com atividade enzimatica declarada de
90U/g — concentracdo final estimada no
produto de 1U/g de proteina) foi adicionada
as cubas dos tratamentos TG e TG/GEL.
Apos incubar as bebidas a 50 °C por 2h para
acdo da enzima foi realizado tratamento
térmico 95 °C por 2 minutos para inativar
a TG seguido de resfriamento até 38 °C. O
fermento probidtico termofilico ABT4 Chr-
Hansen® (L. acidophilus, Bifidobacterium e
S. thermophilus) foi adicionado na proporgao
recomendada pelo fabricante (50U para cada
500 litros de bebida) e a fermentagdo ocorreu
até o dia seguinte, quando o pH chegou a 4,6.
Essa cultura foi utilizada para agregar valor
ao produto final, sem prejuizo do processo
de fermentagdo. Para finalizacdo da bebida,
a coalhada foi quebrada e homogeneizada
manualmente ¢ o envase foi feito em frascos
plasticos indcuos e mantidos sob refrigeragao
em camaras de incubagdo de temperatura
controlada a 7 °C por 28 dias. O experimento
todo foi realizado em trés repetigoes.

A viscosidade dessas bebidas foi ava-
liada em quatro tempos: 7, 14, 21 ¢ 28 dias
apos a data da fabricagdo. Os dados foram
avaliados em temperatura de armazenamento
por viscosimetro Brooksfield®” RVT utilizando
haste 1 e rotacdo de 100 RPM por 2 minutos.
Os resultados foram analisados pelo método
de Kruskal-Wallis e Tukey por programa es-
tatistico apropriado Mini Tab® (MINITAB
STATISTICAL SOFTWARE, 2003).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os dados apresentados na Tabela 1 sdo
a média das repeti¢des realizadas com seus
respectivos desvios padrao. Esses dados de
viscosidade ndo apresentaram comportamento
Normal pelo teste de Anderson-Darling
(p<0,05) e, portanto, foi realizada a analise
ndo paramétrica — teste de Kruskal-Wallis,
que mostrou haver diferenga significativa
de tratamentos (p>0,05) para os valores de
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viscosidade. Nao houve efeito significativo
de tempo (p<0,05) e, portanto o tempo de
estocagem nao alterou significativamente a
viscosidade das amostras.

Observou-se que os tratamentos GEL
¢ TG/GEL superaram o tratamento CONTRO-
LE com relacdo a viscosidade e os trata-
mentos GEL, TG e TG/GEL nao apresentaram
diferencas significativas com relagdo a vis-
cosidade. Esse fato pode ser explicado pela
semelhanca dos efeitos da adigdo dessas duas
substancias nas bebidas lacteas, embora o
mecanismo de atuacdo seja bem diferente. O
aumento de viscosidade causado pela gelatina
se da pelas longas cadeias moleculares flexiveis
entre as ligagdes cruzadas da molécula de
colageno (transformada em gelatina), que
fazem com que o gel seja muito extensivel.
Além disso, este gel ¢ predominantemente
elastico devido ao carater permanente destas
ligagdes cruzadas, ao menos em baixas
temperaturas, produzindo assim solugdes aquo-
sas altamente viscosas (WALSTRA, 1996). Ja
a transglutaminase atua unindo fragdes pro-
teicas, o que potencialmente leva ao aumento
na viscosidade dos sistemas em que estdo

presentes, uma vez que ocorre a formagao de
moléculas com maior peso molecular (FARIA,
2010). A interagdo entre transglutaminase e
gelatina também deve ser considerada, porém
seu efeito mais relevante é na estabilidade do
gel, que se torna mais estavel em altas tem-
peraturas (KURAISHI et al., 2001).

Os desvios padrao das médias de vis-
cosidade apresentadas para os diferentes tra-
tamentos, embora elevados, ndo ultrapassam
35% do valor de viscosidade, como observado
para o tratamento GEL. Para os demais tra-
tamentos foi encontrada uma variabilidade
menor que 30% nas médias das medidas de
viscosidade, tendo em vista os coeficientes
de variagdo para cada medida. Isso evidencia
uma variabilidade admissivel para os dados
apresentados, considerando as diferencas
naturais e inerentes entre as repeticdes que,
por mais que minimizadas, ainda estio pre-
sentes, como por exemplo, a composi¢ao
inicial do leite integral e do soro e a atuagdo
dos microrganismos sobre esses componentes
ao longo do tempo de fermentacao.

Os resultados encontrados neste tra-
balho estdo em concordancia com valores

Tabela 1 — Médias das viscosidades das bebidas lacteas fermentadas em centipoise (cP), com

seus respectivos desvios padrao (DP) e coeficientes de variagao (CV)

Tratamentos™ Controle TG GEL TG/GEL
Tempo M‘;;I;a T cv M%ii)a cv M‘g;a v M‘;;i;a T cv
7 dias 137,3+41,6 30% 158,0+40,1 25% 216,7+78,0 36% 174,0+£288 17%
14 dias 138,7+37,9 27% 152,7+31,0 20% 233,3+107,4 46% 201,3+52,6 26%
21 dias 140,0 72,6 52% 168,7+68,4 41% 246,7+120,2 49% 2053+753 37%
28 dias 133,3+21,2 16% 168,7+37,1 22% 2713+77,6 29% 244,7+324 13%
Média**  137,3+40,3> 29% 162,0+40,3* 25% 242,0+85,8* 35% 206,3+50,7*° 25%

*Tratamento Controle: bebida lactea composta de leite integral (50%), soro de queijo de coalho (50%) e agucar
(10% sobre a base lactea). TG: mesma formula¢do do tratamento controle adicionada de 1U/g de proteina.
GEL: mesma formulagdo do tratamento controle adicionada de gelatina em po na concentragao final de 0,3%
m/v. TG/GEL: mesma formulagdo do tratamento controle adicionada de 1U/g de proteina e gelatina em po6 na
concentragdo final de 0,3% m/v.

**Médias seguidas de letras iguais indicam valores semelhantes pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de
probabilidade.
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encontrados na literatura. Costa et al. (2013)
avaliaram bebidas lacteas feitas com 50% de
soro de queijo e 50% de leite adicionadas de
estabilizantes. A bebida com 1% de gelatina
apresentou viscosidade de 1.142 cP medida
a 30 RPM e 806,67 cP a 60 RPM. A mesma
bebida fabricada com metade da dose de
gelatina (0,5%) apresentou 537,3 cP e 402,0
cP para 30 RPM e 60 RPM, respectivamente.

Em estudo realizado por pesquisadores
sérvios, leite fermentado produzido com
cultura starter probidtica contendo 0,02% de
TG ativada tem 39% mais firmeza e 48% mais
consisténcia que o mesmo produto feito sem
acdo da TG, que pode ser uma conseqiiéncia
da ac@o enzimatica formando pontes proteicas
¢ uma matriz mais forte (ILICIC et al., 2013).
Maiores viscosidade e polimerizagao proteica
foram encontradas em iogurtes em que a
coalhada foi quebrada para o envase, assim
como realizado neste trabalho, em relagao
aos iogurtes controle (sem adi¢do de enzima).
Para o produto com enzima uma reducio
de 1,2% no conteudo proteico do produto
pode ser realizada obtendo-se a viscosida-
de desejada de 0,07Pa.s (70cP) (BONISCH
et al., 2007D).

Faria (2010) utilizou leite em pd e so-
ro de leite em pd (equivalente de 40% de
soro liquido) na fabricacdo de bebidas lac-
teas com transglutaminase adicionada de
glutationa em varias concentragdes ¢ tem-
peraturas de incubagdo. A bebida contendo
0,034% da preparacdo industrial enzimatica
(1,6 U/g de proteina) e 40 °C de incubagdo
chegou a viscosidade de 850cP aos 18 dias
de estocagem, superando a viscosidade da
amostra controle em 81%. Gauche e cola-
boradores (2009) produziram bebidas lacteas
com leite e 20% e 30% de soro seguidos de
tratamento térmico. A viscosidade aparente das
amostras foram maiores quando foram subme-
tidas ao tratamento enzimatico com transglu-
taminase a 0,5U/g de proteina, adicionada
antes do processo fermentativo. Dessa forma,

a transglutaminase atuou sobre a matriz
proteica das amostras produzindo um au-
mento na for¢a do gel (GAUCHE et al., 2009).

CONCLUSOES

As bebidas lacteas fermentadas fabri-
cadas com soro de queijo de coalho ndo
sofreram modifica¢do da viscosidade com o
tempo de estocagem refrigerada, indicando
que o produto conservara essa propriedade
durante seu periodo de validade. Observou-se
que a adi¢do de gelatina e transglutamina-
se causaram um aumento na viscosidade das
bebidas em relagdo ao tratamento controle e
que ndo houve diferenga entre os tratamentos
utilizando um dos aditivos ou ambos, nas
condicdes testadas. Dessa forma, a transglu-
taminase ¢ uma alternativa tecnoldgica inte-
ressante para esse tipo de produto, do ponto de
vista de incremento na viscosidade.
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