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Resumo

ROSSA, Priscilla Nuernberg. Influéncia da enzima transglutaminase microbiana nas
propriedades funcionais de sorvetes com diferentes teores de gordura. 2010. 123p.
Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias dos Alimentos). Universidade Federal de Santa Catarina.
Florian6polis — SC.

A enzima transglutaminase microbiana (Streptoverticillium mobaraense) (TG) apresenta
capacidade de modificar as propriedades das proteinas, principalmente através de reacdes de
ligagdes cruzadas. Estas reacdoes podem modificar as propriedades de solubilidade, capacidade
de retencdo de 4gua, estabilidade ao aquecimento, bem como as propriedades de gelificantes,
emulsificantes e reoldgicas. O objetivo deste trabalho foi avaliar a faixa de atividade méxima
da TG microbiana em sorvetes através do delineamento central composto e avaliar os efeitos
desta enzima nas propriedades funcionais (incorporagdo de ar, coalescéncia da gordura,
comportamento de derretimento, reoldgico, textura e cor) de sorvetes com diferentes
concentragdes de gordura. O indice de consisténcia, parametro reoldgico correlacionado com
a viscosidade de um produto, foi escolhido para o monitoramento da reagdo enzimatica, e os
fatores concentragdo, tempo e temperatura de incubagdo foram avaliados. O maior indice de
consisténcia (0,69 Pa s") foi obtido em concentragio de TG de 4 U g' de proteina, com
temperatura de 56,8 °C e tempo de reacdo de 90 minutos. A polimerizacdo das proteinas
lacteas foi confirmada com auxilio da eletroforese em gel de poliacrilamida, que demonstrou
que a k-caseina foi mais susceptivel ao ataque da TG em comparacdo as demais caseinas e as
proteinas do soro. Com base nestes resultados, sorvetes com 4, 6 ¢ 8 % de gordura foram
elaborados com e sem TG. Os resultados mostraram que a TG proporcionou maior capacidade
de incorporag¢do de ar, maior coalescéncia da gordura, resisténcia ao derretimento € menor
firmeza em comparagdo as amostras sem a enzima, em todas as amostras estudadas, resultado
da polimerizacdo das proteinas lacteas pela acdo da TG e formacdo de uma rede proteica mais
coesa. Em relagdo aos parametros reologicos, verificou-se que a TG promoveu o aumento da
viscosidade e das propriedades pseudoplasticas das amostras. O tratamento enzimatico nos
sorvetes com 4 ¢ 6 % de gordura resultou em um produto com propriedades semelhantes ao
sorvete com 8 % de gordura, demonstrando que a TG pode ser empregada em sorvetes com
teor reduzido de gordura.

Palavras-chave: sorvete, redugdo de gordura, transglutaminase, proteinas lacteas.



Abstract

ROSSA, Priscilla Nuernberg. Influence of the microbial transglutaminase enzyme on
functional properties of ice cream with different fat content. 2010. 123p. Dissertation
(Master in Food Science). Federal University of Santa Catarina. Floriandpolis — SC.

Microbial transglutaminase (Streptoverticillium mobaraense) (TG) is able to modify the
properties of proteins, principally through cross-linking reactions. These reactions may
modify the solubility properties, water retention capacity, stability on heating, and the gelling,
emulsifying and rheological properties. The aim of this study was to evaluate the range of
maximum activity of microbial TG in ice cream using the central composite design and to
investigate the effects of TG on the functional properties (overrun, fat destabilization, melting
rate, rheology, texture and color) of ice cream with different fat concentrations. The
consistency index, a rheological parameter correlated with the viscosity of a product, was
chosen to monitor the enzymatic reaction, and the factors concentration, incubation time and
temperature were evaluated. The highest consistency index (Pa s" 0.69) was obtained for a TG
concentration of 4 U g protein, at a temperature of 56.8 ° C and with a reaction time of 90
minutes. The polymerization of milk protein was confirmed by polyacrylamide gel
electrophoresis, which demonstrated that k-casein was more susceptible to attack by TG than
the other caseins and whey proteins. Based on these results, ice cream samples with 4, 6 and 8
% fat were prepared with and without TG. The results showed that the TG provided a greater
capacity to overrun, greater fat destabilization, resistance to melting and a lower hardness
compared to samples without the enzyme for all samples studied, due to the polymerization of
the proteins by the action of TG and formation of a more cohesive protein network. Regarding
the rheological parameters, it was found that TG caused an increase in the viscosity and
pseudoplastic properties of the samples. The enzymatic treatment of ice cream with 4 and 6 %
fat resulted in a product with properties similar to ice cream with 8 % fat, demonstrating that
TG can be used to produce ice cream with a reduced fat content.

Key-words: ice cream, fat reduced, transglutaminase, milk proteins.
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Introducéo

As proteinas do leite bovino possuem grande importancia nutricional, tecnoldgica e
funcional. Correspondem a base estrutural de varios produtos alimenticios, e sua modificagao
pode possibilitar o aumento das funcionalidades fisicas desses produtos (BABIKER, 2000). A
enzima transglutaminase microbiana ¢ capaz de introduzir ligagdes covalentes nas proteinas
modificando propriedades como: solubilidade, habilidade de hidratacdo, capacidade
emulsificante e espumante, viscosidade, elasticidade e geleificagdo das proteinas para o
consumo humano (LORENZEN et al., 2002; JAROS et al., 2006).

A transglutaminase a partir da origem microbiana estd disponivel comercialmente, ¢
afirmada como GRAS (Generally Recognized as Safe) pelo 6rgdo Food and Drug
Administration (FDA, 2010) e possui afinidade com as proteinas lacteas, especialmente as
caseinas.

Os sorvetes sdo definidos como produtos congelados obtidos a partir de uma emulsao
de gordura e proteina; ou de uma mistura de dgua e acucar (BRASIL, 2005b). No Brasil, o
consumo total de sorvetes, entre 2002 ¢ 2009, cresceu 39,5 %, passando de 713 milhdes de
litros para 995 milhdes de litros consumidos por ano. O consumo individual cresceu 28,71 %
no mesmo periodo, sendo que cada brasileiro toma, em média, 5,20 litros por ano (ABIS,
2010). Além do aumento da producdo dos sorvetes, observa-se ainda um interesse crescente
no desenvolvimento de produtos com baixa ou auséncia de gordura em resposta a demanda
dos consumidores, principalmente por apresentarem elevada concentragdo de gordura,
aproximadamente 10 %. Contudo, quando o contetdo de gordura é reduzido em sua
formulagdo, alteragdes em suas propriedades fisicas e sensoriais sdo observadas
(METWALLY, 2007). O fortalecimento da rede proteica através da polimerizacdo das
proteinas lacteas pela transglutaminase pode ser capaz de minimizar os efeitos causados pela
reducdo da gordura nas formulagdes de sorvetes.

Estudos envolvendo a substituicdo da gordura pela enzima transglutaminase em
sorvetes sdo praticamente inexistentes. O objetivo deste trabalho foi otimizar as condigdes de
atividade da transglutaminase em sorvetes e avaliar o efeito da polimerizagdo proteica nas
propriedades fisicas e funcionais de sorvetes com diferentes concentragdes de gordura.

Este trabalho sera apresentado na forma de artigos cientifico divididos em capitulos.
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O Capitulo 1 apresenta uma breve revisao bibliografica abordando os principais temas
envolvidos no presente trabalho: proteinas do leite bovino, sorvetes, enzima transglutaminase,
reologia e eletroforese.

O Capitulo 2 refere-se a andlise de otimizagdo da atividade da enzima
transglutaminase em sorvetes, a avaliagdo do comportamento reologico desses sorvetes e
confirmacao da reacao enzimatica através da técnica de eletroforese em gel de poliacrilamida.

O Capitulo 3 ¢ referente ao efeito da transglutaminase nas propriedades funcionais de
sorvetes com diferentes concentragdes de gordura. As propriedades avaliadas foram:
incorporacdo de ar, desestabilizacio da gordura, comportamento de derretimento, cor,

comportamento reoldgico e textura das amostras de sorvetes.



Capitulo 1

Revisao Bibliografica
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Revisdo Bibliografica

1. Proteinas do leite bovino

As proteinas do leite bovino possuem grande importancia nutricional, tecnologica e
funcional. Suas propriedades nutritivas e tecnoldgicas derivam da composicdo em
aminoacidos que atendem a maioria das exigéncias fisioldgicas do ser humano (CHEFTEL
CUQ; LORIENT, 1989). Dentre as propriedades funcionais de grande interesse tecnoldgico
encontram-se a capacidade de absorcdo e retengdo de 4gua e gordura, solubilidade,
capacidade emulsificante e espumante, geleificacdo, formagdo de filmes comestiveis e
biodegradaveis e melhoria nas propriedades sensoriais (SGARBIERI, 2005).

As proteinas do leite sdo divididas em insoluveis, denominadas caseinas, que
representam 78 % do nitrogénio total do leite bovino; e soltiveis, denominadas proteinas do
soro, que correspondem em torno de 20 % (FOX, 2003; PEREDA et al., 2005). O
conhecimento das diferengas estruturais e das propriedades fisico-quimicas entre as varias
formas de caseinas e proteinas do soro ¢ indispensavel para a compreensao do comportamento
tecnoldgico, funcional e nutritivo dessas proteinas como parte de um sistema alimenticio

(SGARBIERI, 2005).

1.1. Caseinas

As caseinas sdo fosfoproteinas sintetizadas na glandula maméria em resposta a
hormdnios lactogénicos e outros estimulos e secretada na forma de grandes agregados
coloidais responsaveis por muitas das propriedades fisicas de leite (GINGER; GRIGOR,
1999). Encontram-se na forma de grandes micelas coloidais esféricas juntamente com o
fosfato de calcio (CHRISTENSEN et al., 1996; FENNEMA, 1996; GINGER; GRIGOR,
1999; BOUGUYON et al., 2006; FARRELL JR et al., 2006), com um didmetro variavel de 30
a 300 nm. Tanto o cdlcio quanto o fosfato possuem um papel importante na manutengdo da
integridade das micelas (FENNEMA, 1996). As micelas sdo compostas por duas fracdes
distintas: uma que precipita na presen¢a de célcio, composta principalmente por o, Os2- € -
caseinas, e outra que ndo precipita na presenca deste ion, representada pela k-caseina. A «-

caseina ¢€ soluvel na presenca de calcio e interage com ele para estabilizar a micela e propiciar

Influéncia da enzima transglutaminase microbiana nas propriedades funcionais de sorvetes
com diferentes teores de gordura
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a formagdo do estado coloidal estavel (GINGER; GRIGOR, 1999; FARRELL JR et al., 2006;
HORNE, 2006).

A micela de caseina ¢ formada por submicelas com didmetro de 10 - 20 nm
apresentando regides hidrofobicas, orientadas em dire¢do ao interior da micela, e regides
hidrofilicas, orientadas para a superficie da micela. Na superficie encontra-se a k-caseina
associada com outras k-caseinas, e areas ricas em carboidratos e fosfato interagindo com o
calcio para formar pontes de fosfato de calcio (WONG, 1995).

As caseinas apresentam diferencas entre si devido a variacdes genéticas. Essas
variantes genéticas sdo mutagdes que ocorrem na estrutura primaria das caseinas em que um
ou mais aminoacidos sao substituidos por outros na seqiiéncia primaria da cadeia
polipeptidica (SGARBIERI, 2005).

A o-caseina representam 50-55 % das caseinas no leite e constam de um componente
majoritario (0s;-caseina) e cinco minoritarios (0so-caseina, osp-caseina, ag-caseina, og4-caseina
e ogs-caseina) de acordo com suas propriedades eletroforéticas.

A og1-caseina tem um peso molecular de 23,600 KDa e apresenta 199 residuos de
aminoacidos, com oito fosforilados situados entre os residuos 43 e 79 (Figura 1.1). O
grupamento fosfato fixa os ions calcio fazendo com que precipite na presenca deste cation
divalente. O restante da cadeia polipeptidica ¢ hidrofébica e exibe uma forte associagdo na
formacao das micelas (WONG, 1995). A localizacdo das cargas e a irregularidade das cadeias
laterais hidrofobicas conferem a molécula um comportamento dipolar com um pdlo globular

muito hidrofébico e outro polo carregado (CHEFTEL; CUQ; LORIENT, 1989).

Influéncia da enzima transglutaminase microbiana nas propriedades funcionais de sorvetes
com diferentes teores de gordura
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Figura 1.1. Estrutura primaria da og-caseina (variante genética B) com destaque para a
sequéncia reativa e os residuos de glutaminas reativos na reagdo com transglutaminase.

Fonte: Christensen et al., 1996; Sgarbieri, 2005.

A os-caseina ¢ a mais hidrofilica de todas as caseinas por ser mais fosforilada (10 a 13
residuos) e mais rica em residuos cationicos. Apresenta peso molecular na faixa de 23,5 a 24
KDa e uma cadeia polipeptidica com 207 residuos de aminoacidos (Figura 1.2). Os residuos
fosforesil estdo agrupados em trés polos (residuos 8 - 16, 56 - 61 e 129 - 133) enquanto que as
partes hidrofobicas se limitam as porgdes 160-207 (sequéncia C-terminal) e 90-120
(sequéncia central) (CHEFTEL; CUQ; LORIENT, 1989; FENNEMA, 1996). Esta estrutura
sugere que as interacdes eletrostaticas sao importantes e dependem do pH, resultando assim
em uma grande sensibilidade aos ions Ca*’ (CHEFTEL; CUQ; LORIENT, 1989).

A ogo-caseina € idéntica a ogj-caseina, contudo apresenta um grupo fosfoseril a mais no

residuo 41. A o-, du- € ogs-caseinas diferem da og-caseina apenas quanto ao grau de

fosforilacdo (WONG, 1995).
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Figura 1.2. Estrutura primaria da ag-caseina (variante genética A) com destaque para a

sequéncia reativa e os residuos de glutaminas reativos na reagdo com transglutaminase.

Fonte: Christensen et al., 1996; Fennema, 2000.

A B-caseina representa 30 - 35 % do total das caseinas sendo constituida por uma

unica cadeia polipeptidica de 209 residuos de aminoacidos, com um peso molecular de 24

KDa (Figura 1.3) (SGARBIERI, 2005). E a mais hidrofébica de todas as caseinas e apresenta

um carater anfifilico muito marcante, sendo que o grande dominio hidrofébico desta molécula

faz com que seja muito sensivel a mudangas de temperatura (FENNEMA, 1996). O alto

conteudo de residuos de prolina regularmente divididos pressupde uma estrutura pouco
ordenada (CHEFTEL; CUQ; LORIENT, 1989). Apresenta 11 residuos de lisina e 20
glutaminas (MONOGIOUDI et al., 2009).
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Figura 1.3. Estrutura primaria da P-caseina (variante genética A”) com destaque para a
sequéncia reativa e os residuos de glutaminas reativos na reagdo com transglutaminase.

Fonte: Christensen et al., 1996; Sgarbieri, 2005.

Em razdo da composi¢do e da seqiiéncia de aminodcidos caracteristicos, a a- e [-
caseina apresentam estrutura flexivel com baixo grau de estrutura secundaria (a-hélice) e com
menos de 10 % de estrutura em conformacao folha-f. Essa caracteristica estrutural, aberta e
flexivel, deve-se ao elevado teor de prolina (Pro), aproximadamente 8,5 %, uniformemente
distribuida ao longo da cadeia polipeptidica. A prolina tem a propriedade de interromper a
continuidade da estrutura secunddria, particularmente a a-hélice, promovendo a estrutura
randomizada e com baixo grau de estrutura secundéaria. Em contrapartida, as estruturas
terciarias das moléculas de caseina ainda ndo foram suficientemente esclarecidas
(FENNEMA, 1996; SGARBIERI, 2005).

A x-caseina corresponde a 15 % do total de caseinas e ¢ a Uinica caseina majoritaria
que contém cisteina (RASMUSSEN et al., 1999). Seus mondmeros possuem peso molecular
de 19 KDa, mas no leite as moléculas encontram-se agregadas em polimeros de peso
molecular de 60 e 600 KDa formados via ligagdes de dissulfeto (WONG, 1995; SGARBIERI,
2005). Localiza-se na superficie da micela e contém apenas um unico residuo fosforilado, o

que resulta na pouca fixacdo de ions célcio (CHEFTEL; CUQ; LORIENT, 1989;
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BOUGUYON et al., 2006). A k-caseina ¢ essencial para a formacao da estrutura da micela,
uma vez que sendo menos sensivel a precipitacio pelo Ca'™, exerce nas micelas um papel
estabilizador frente a precipitagdo por este ion. Contém 169 residuos de aminoacidos com um
segmento N-terminal (1-105) hidrofébico e um segmento C-terminal (106-169) hidrofilico,
conhecidos como para-k-caseina e glicomacropeptideo, respectivamente (Figura 1.4)
(FENNEMA, 1996). A regido da seqiliéncia primaria da para-k-caseina, por ser de natureza
apolar, orienta-se para o interior das micelas e interage, por meio de grupos hidrofébicos, com
as a- e P-caseinas dispostas no nucleo da micela, ao passo que o glicomacropeptidio, em
virtude de sua polaridade, orienta-se para a fase do soro, interagindo com a agua. Essas
interacdes da seqii€éncia primaria da k-caseina estabilizam as micelas no leite (SGARBIERI,

2005).
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Figura 1.4. Estrutura primaria da k-caseina (variante genética B) com destaque para a
sequéncia reativa e os residuos de glutaminas reativos na reagdo com transglutaminase.

Fonte: Christensen et al., 1996; Sgarbieri, 2005.

1.2. Proteinas do soro

O termo proteina do soro ¢ utilizado para denominar o grupo de proteinas que
permanecem soliveis no soro do leite apos a precipitagao da caseina a pH 4,6 ¢ temperatura
de 20 °C (FARRELL JR et al.,, 2004). As proteinas do soro mais abundantes sdo a [-

lactoglobulina e a-lactoalbumina produzidas pela glandula mamadria, e em menor quantidade
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as imunoglobulinas e soroalbumina bovina derivadas do sangue bovino. A B-lactoglobulina e
a-lactoalbumina possuem estrutura globular compacta com uma sequéncia primaria contendo
residuos polares e hidrofobicos e, como as caseinas, possuem cargas negativas no pH do leite
(FENNEMA, 1996).

A B-lactoglobulina representa 50 % das proteinas do soro e apresenta 162 aminoacidos
em sua estrutura primaria com peso molecular de 18 KDa (Figura 1.5). Contém 5 residuos de
cisteina, formando duas pontes de dissulfeto (106 - 119 e 66 - 160) que contribuem para sua
forma globular (KONTOPIDIS; HOLT; SAWYER, 2004; SGARBIERI, 2005). A pB-
lactoglobulina é uma proteina termossensivel e varios efeitos sdo produzidos por agdo da
temperatura, como a perda de solubilidade e a exposi¢dao de regides da molécula devido a
mudanga conformacional, o que possibilita a interagdo com outros componentes (FENNEMA,
1996, IAMETTI et al., 1996; VASBINDER; de KRUIF, 2003). Mudancas conformacionais
reversiveis ocorrem em temperaturas menores que 70 °C. Temperaturas acima de 70 °C pode
provocar sua desnaturacdo e polimerizagao irreversivel, onde os dimeros se dissociam em
mondmeros e se desdobram parcialmente. Essas alteracdes levam a exposicao de grupamentos
hidrofébicos e de grupamentos sulfidrila livres, resultando em um mondmero reativo com

propriedades geleificantes e emulsificantes (TANG; MA, 2007).
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Figura 1.5. Estrutura primaria da p-lactoglobulina (variante genética A) com destaque para os
residuos de glutaminas (©) e lisinas (O0) reativos na reagcdo com transglutaminase.

Fonte: Nieuwenhuizen et al., 2004; Sgarbieri, 2005.
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A a-lactoalbumina representa 20 - 25 % das proteinas do soro, apresenta 123
aminoacidos e peso molecular de 14,18 KDa. A estrutura nativa da a-lactoalbumina consiste
de dois dominios (um dominio de cadeia a-hélice e outro de cadeia folha-f) conectados por
um Joop ligante de célcio. A estrutura ¢ modulada e estabilizada por quatro ligagdes dissulfeto
nas posi¢des 6 - 120, 61 - 77, 73 - 91 e 28 - 111 (Figura 1.6) (FENNEMA, 1996;
ANDERSON; BROOKS; BERLINER, 1997; NIEUWENHUIZEN et al., 2003; SGARBIERI,
2005). O ion calcio na o-lactoalbumina tem um papel estrutural, sendo requerido para o
desdobramento e formacdo da ligagdo dissulfeto nativa da proteina desnaturada (CHRYSINA;
BREW; ACHARYA, 2000). Apds a remogdo do Ca’’, a estrutura terciaria torna-se menos
rigida, contudo a estrutura secundaria da proteina permanece intacta (NIEUWENHUIZEN et
al., 2003).
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Figura 1.6. Estrutura primaria da a-lactoalbumina (variante genética B) com destaque para os
residuos de glutaminas (©) e lisinas (O) reativos na reagdo com transglutaminase.

Fonte: Nieuwenhuizen et al., 2003; Sgarbieri, 2005.
2. Sorvete
2.1. Historia
Os indicios mais antigos sobre o sorvete datam de mais de trés mil anos atrds com

origem no Oriente. O primeiro relato refere-se aos chineses, que misturavam neve com frutas

fazendo uma espécie de sorvete. Esta técnica foi passada aos arabes, que logo comegaram a
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fazer caldas geladas chamadas de sharbet, e que mais tarde se transformaram nos famosos
sorvetes franceses sem leite, o sorbet. Nos banquetes de Alexandre, o Grande, na Grécia, €
nas famosas festas gastronomicas do imperador Nero, em Roma, os convidados ja
degustavam frutas e saladas geladas com neve. O Imperador mandava seus escravos buscarem
neve nas montanhas para misturar com mel, polpa ou suco de frutas e estocava o gelo em
profundos pocos construidos pelo povo. Porém, a grande revolu¢ao no mundo dos sorvetes
aconteceu com Marco Polo, que trouxe do Oriente para a Italia, em 1292, o segredo do
preparo de sorvetes usando técnicas especiais, produzindo sorvetes de dgua, muito parecidos
com os atuais. Assim o preparo dos sorvetes espalhou-se por toda a Italia, e quando Catarina
de Medici casou-se na Franga com o futuro Henrique II, entre as novidades trazidas da Italia
para o banquete de casamento, estavam as sobremesas geladas, que encantaram toda a corte.
Contudo, o povo francés s6 teve acesso a estas especialidades um século depois quando
Francesco Procopio del Cotelli abriu um café, em Paris, que servia bebidas geladas e sorvete
tipo sorbet. Os sorvetes se espalharam por toda a Europa e logo chegaram também aos
Estados Unidos. Foi nos Estados Unidos em 1851, a primeira producdo de sorvete em escala
industrial na cidade de Baltimore, Maryland, por Jacob Fussell (ARBUCKLE, 1986;
MARSHALL; GOFF; HARTEL, 2003; ABIS, 2009).

No Brasil, o sorvete ficou conhecido em 1834, quando um navio americano aportou no
Rio de Janeiro com toneladas de gelo. Dois comerciantes cariocas compraram 217 toneladas
deste gelo e comegaram a fabricar sorvetes com frutas brasileiras. Na época, ndo havia como
conservar o sorvete gelado e, por isso, tinha que ser consumido logo apds o seu preparo. Um
anuncio avisava a hora exata da fabricagdo. O primeiro anuncio apareceu em Sao Paulo, no
dia 4 de janeiro de 1878, contendo a seguinte mensagem: "SORVETES - Todos os dias as 15
horas, na Rua Direita, n° 44". Evoluindo a passos curtos, o sorvete so teve distribuicdo no pais
em escala industrial em 1941, quando foi fundada na cidade do Rio de Janeiro a U.S. Harkson
do Brasil. Desde entdo, a populacao foi se tornando cada vez mais adepta a este produto;
dados recentes apontam que no pais, em 2009, foi consumido cerca de 995 milhdes de litros

de sorvete (ABIS, 2009).
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2.2. Definicao

Os sorvetes sdo emulsdes 0leo em agua, onde a fase oleosa normalmente consiste de
gordura lactea (BAZMI et al., 2008). Sdo sistemas coloidais complexos, contendo na fase
congelada: cristais de gelo; bolhas de ar; globulos e agregados de gorduras parcialmente
coalescidos; todos em fases descontinuas envolvidas por uma matriz continua nao congelada
de agucares, proteinas, sais, polissacarideos e agua (KOXHOLT; EISENMANN; HINRICHS,
2001; GOFF, 2002; METWALLY, 2007).

De acordo com a Resolugdo RDC n° 266 de 22/09/05, os sorvetes sdo designados
como gelados comestiveis e sdo definidos como produtos congelados obtidos a partir de uma
emulsdo de gordura e proteina; ou de uma mistura de dgua e agucar. Podem ser adicionados
de outros ingredientes desde que ndo descaracterizem o produto (BRASIL, 2005b).
Basicamente, consistem de cerca de 50 % de ar incorporado por volume, 10-15 % de gordura,
10 % de solidos lacteos, 15 % de acucares e 60 - 65 % de agua por peso (STANLEY; GOFF;
SMITH, 1996).

2.3. Processamento do sorvete

O processamento do sorvete envolve a mistura de todos os ingredientes, seguida da
pasteuriza¢do, homogeneiza¢do, maturagdo, congelamento e armazenamento (GOFF, 1997b;
ALDAZABAL et al., 2000).

Primeiramente, os ingredientes liquidos sdo adicionados a tina de mistura (ou no
proprio pasteurizador), e a agitacdo mecanica e o aquecimento sdo iniciados. Durante a
agitacdo, sdo adicionados os ingredientes em pd, antes de atingir 50 °C (GOFF, 1997b;
ALDAZABAL et al., 2000).

Em seguida ocorre a pasteurizagdo, que além de destruir bactérias patogénicas e
reduzir a quantidade bacteriana para no maximo 100.000 por grama, auxilia na hidratacdo de
alguns componentes do sorvete, como proteinas e estabilizantes (ALDAZABAL et al., 2006).

Devido a pasteurizacdo, grandes globulos de gordura sdo formados. Caso o sorvete
seja produzido com esta mistura, podera ocorrer uma distribui¢do inadequada da gordura e
das bolhas de ar. Assim, a homogeneizagdo ¢ utilizada em escala industrial para reduzir o

tamanho dos globulos de gordura, tornando-os uniformes e com tamanho aproximado de 1
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um (ALDAZABAL et al., 2006). Este processo proporciona maior estabilidade da gordura
durante a maturacao, maior habilidade de batimento (GOFF, 1997b), aumento da estabilidade
das bolhas de ar, maior resisténcia ao derretimento e formagdo de um produto final mais
suave e cremoso (GOFF, 2009).

Apobs a homogeneiza¢do do sorvete ocorre a etapa de maturagdo, onde a calda do
sorvete ¢ mantida em baixas temperaturas, geralmente 2 a 4 °C. Nesta etapa ¢ realizada a
adicdo dos ingredientes sensiveis ao tratamento térmico, como suco de frutas, polpas,
esséncias, etc. Durante esse processo ocorre a cristalizagdo da gordura e completa hidratagao
das proteinas e estabilizantes, ocasionando o aumento da viscosidade devido a absor¢ao da
agua livre (GOFF, 1997b; ALDAZABAL et al., 2006; BAZMI et al., 2008). O tempo de
maturacdo favorece a interagdo entre as proteinas e o emulsificante, onde este ird deslocar as
proteinas da superficie dos globulos de gordura reduzindo a estabilizagdo destes globulos e
aumentando a coalescéncia parcial da gordura (BAZMI et al., 2008).

O processo de congelamento ¢ dinamico, onde o ar ¢ adicionado e os cristais de gelo
sdo formados para criar sorvetes com textura adequada (SEGALL; GOFF, 2002). O
congelamento ocasiona varias mudangas fisicas incluindo: a agdo das proteinas e surfactantes
na formagao e estabilizacdo da espuma; coalescéncia parcial da gordura causando a absor¢ao
da gordura na interface ar e formacao dos globulos de gordura aglomerados que estabilizam a
lamina que envolve as bolhas de ar; e a remocao da dgua da solucdo na forma de gelo (GOFF,
2002). Apdés o congelamento inicial, o sorvete ¢ embalado e armazenado utilizando

temperaturas de - 20 a - 30 °C (DREWETT; HARTEL, 2007).

2.4. Estrutura e qualidade do sorvete

A qualidade do sorvete, levando em consideragdo a textura suave ou a sensacio de
frescor percebida pelos consumidores, esta diretamente relacionada com a formulagao,
estrutura da gordura e da espuma, tamanho e morfologia das bolhas de ar e dos cristais de
gelo incorporados ao produto (CHANG; HARTEL, 2002).

A textura depende de muitos fatores como: estado de agregagdo dos globulos de
gordura; da quantidade de ar; da viscosidade da fase aquosa e do tamanho e estado de
agregacao dos cristais de gelo. A viscosidade ¢ afetada principalmente pela gordura e

estabilizantes; tipo e qualidade dos ingredientes, processamento e manipula¢do da mistura; e
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concentracdo do conteudo de solidos totais. Com o aumento da viscosidade, a resisténcia ao

derretimento ¢ a maciez do corpo também aumentam (KUS; ALTAN; KAYA, 2005).

Gordura

A gordura do leite ¢ o componente de maior importancia na formulagdo dos sorvetes
(MARSHALL; GOFF; HARTEL, 2003). Varias etapas do processamento contribuem para o
desenvolvimento de sua estrutura. Durante a homogeneiza¢do, o tamanho dos globulos ¢
reduzido ¢ uma nova interface ou membrana ¢ formada dependendo da natureza, estrutura e
concentracdo da fase aquosa (GOFF, 1997b; SEGALL; GOFF, 2002). A natureza desta
interface ird afetar a estabilidade da emulsdo e as propriedades de agregacdo dos globulos de
gordura. A etapa de maturagdo a 4 °C permite a estabilizacdo da membrana e o tempo para a
cristalizacdo da gordura, necessarios para os estagios de incorporagdo de ar e congelamento
(HERRERA et al., 1999; SEGALL; GOFF, 2002).

A desestabilizagcdo da gordura € necessaria para a formacao da estrutura dos sorvetes e
refere-se ao processo de coalescéncia parcial dos glébulos de gordura que proporciona o
desenvolvimento de uma rede interna continua. A coalescéncia parcial corresponde a
aglomeragdo/agregacdo irreversivel dos globulos formados pela combina¢do de gordura
cristalina e liquida (LUCAS et al., 2005; GOH; YE; DALE, 2006), e ocorre devido as forcas
de tensdo e cristalizacdo do gelo durante o congelamento, que danificam mecanicamente os
globulos de gordura (Figura 1.7). A gordura liquida age como “cimento” para unir a gordura
cristalina uma na outra (KOXHOLT; EISENMANN; HINRICHS, 2001; MARSHALL;
GOFF; HARTEL, 2003). A gordura do leite, composta principalmente de triglicerideos,
possue uma ampla faixa de fusdo, 40 a - 40 °C (GOFF, 1997b; HERRERA; GATTI;
HARTEL, 1999), consequentemente h&d sempre uma combinacdo de gordura liquida e
cristalina no interior do glébulo, sendo que a alteragdo na propor¢ao solido:liquido pode afetar
a quantidade de gordura desestabilizada formada. Portanto, fontes de gordura ndo lacteas
devem ser cuidadosamente escolhidas para fornecer um contetido adequado de gordura sélida
(GOFF, 1997b).

A gordura na forma parcialmente coalescida influencia na cremosidade (KOXHOLT;
EISENMANN; HINRICHS, 2001); no aumento da qualidade do flavor, servindo como

carreador e sinergista para componentes flavorizantes; produz textura suave por lubrificar o
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paladar; proporciona corpo (ADAPA et al., 2000, MARSHALL; GOFF; HARTEL, 2003;
GOFF, 2006); cor e sabor aos sorvetes (LI et al., 1997; GONZALEZ-TOMAS et al., 2008).
Além disso, contribui na estabilizacdo da estrutura do sorvete, bem como na estrutura
das bolhas de ar e da espuma (KOXHOLT; EISENMANN; HINRICHS, 2001; GRANGER et
al., 2005; ZHANG; GOFF, 2005; METWALLY, 2007). Parte dos glébulos de gordura que
envolve as bolhas de ar estabiliza a fase gasosa, sendo que o aumento dos niveis da agregacao
da gordura melhora a resisténcia do sorvete ao derretimento (GRANGER et al., 2005).
Entretanto, se um excesso de gordura desestabilizar muito cedo no processo de congelamento,
antes de certa viscosidade ser atingida, as células de ar poderdo ser rompidas, ocasionando
maior dificuldade de alcangar uma incorporacdo de ar desejada (GOFF; JORDAN, 1989).
Além disso, a presenca de grandes cristais de gelo ¢ critica para o desenvolvimento da

estrutura da gordura (TONG; JORDAN; HOUGHTON, 1984; SEGALL; GOFF, 2002).

.E Etapa de

congelamento

Globulos de gordura
homogeneizados

Globulos de gordura
""parcialmente coalescidos"
ou desestahilizados

Bolhas de ar

Redede ~

Globulos de gordura movidos Pm\

a interface ar durante a formacéo
de espuma no sorvete

Imagem 3-dimensional da estrutura
da gordura e do ar em sorvete

Figura 1.7. Estrutura da gordura em sorvetes.

Fonte: Eisner, Wildmoser e Windhab, 2005.
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Portanto, o contetido da gordura ¢ um indicador da qualidade e do valor do sorvete
(MARSHALL; GOFF; HARTEL, 2003). A determinagdo da gordura parcialmente coalescida
pode ser realizada através de ensaios turbiométricos da concentragdo de uma emulsdo diluida
antes e apos centrifugagcdo, onde ocorre a separagao dos globulos de gordura coalescidos
(PALANUECH et al., 2003), que poderdo ser avaliados em espectrofotometro a 540 nm
(GOFF; VERESPEJ; SMITH, 1999).

Bolhas de ar

Bolhas de ar sdo componentes estruturais dos sorvetes sendo normalmente recobertas
por gorduras, que por sua vez sdo recobertas por uma camada de proteinas e emulsificantes
(Figura 1.8) (AKHTAR et al., 2009). Esse ar ¢ distribuido na forma de pequenas bolhas com
tamanho médio de 20 - 50 um (GOFF, 2002) e contribuem com a textura e aparéncia

adequada dos sorvetes (MURRAY; DICKINSON; WANG, 2009).

Membrana composta
pelas proteinas do soro

Bolha de ar

Micelas de /'

caseinas

\ Globulos de gorduras

parcialmente coalescidos

Figura 1.8. Ilustracdo da adsorgdo dos globulos de gordura parcialmente coalescidos e suas
membranas proteicas associadas a superficie das bolhas de ar.

Fonte: Goff, 1997b.

A incorporacdo de ar nos sorvetes ocorre durante o processo de batimento, o que
resulta em um aumento do volume da calda inicial. O volume da fase gasosa varia bastante

entre os fabricantes, contudo, a incorporacao de 50 % de ar ¢ considerada a melhor propor¢ao
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(GOFF, 2002). Segunda a legislacao em vigor no Brasil, os sorvetes podem conter no maximo
110 % de ar incorporado, ou seja, para a fabricacdo de gelados comestiveis a densidade
aparente minima ¢ de 475 g L' (BRASIL, 2005b).

Variagdes de ingredientes, como emulsificantes, e de varidveis, como temperatura,
podem afetar o desenvolvimento da incorporagdo de ar nos sorvetes. Os mesmos fatores que
afetam o desenvolvimento da incorporacdo de ar também afetam a desestabilizacdo dos
globulos de gordura durante o congelamento (TONG; JORDAN; HOUGHTON, 1984).
Conseqiientemente, a desestabilizacdo da gordura pode representar uma parte critica no

desenvolvimento da estrutura das bolhas de ar em sorvetes (SEGALL; GOFF, 2002).

Cristais de gelo

O tamanho do cristal de gelo ¢ um parametro muito importante na determina¢dao da
qualidade do sorvete, onde os menores cristais proporcionam melhor aceitagdo do produto
pelos consumidores (DREWETT; HARTEL, 2007; FERNANDEZ et al., 2008).

A formacgao do gelo ocorre em duas etapas no processo de fabricagdo dos sorvetes: no
congelamento e no endurecimento. O congelamento ¢é realizado em um freezer e a superficie das
pas da haste rotacional remove constantemente o material congelado da parede do freezer e
mantém grandes taxas de transferéncia de calor. Sob estas condi¢cdes, uma diminui¢do da
temperatura se desenvolve dentro do produto, causando nucleagdo e a formagdo de muitos
nucleos de cristais de gelo (RUSSEL; CHENEY; WANTLIND, 1999). O nimero de nticleos
formados ¢ diretamente proporcional a diminuigao da temperatura abaixo do ponto de equilibrio
de congelamento antes da nucleagio (FERNANDEZ et al., 2008). J4 a etapa de endurecimento,
por outro lado, ocorre dentro de um freezer com corrente de ar onde este atua como agente
refrigerante. Este ¢ um processo quiescente e a transferéncia de calor é limitada pela conducao no
produto. A média da transferéncia de calor ¢ menor que no freezer e ndo sdo formados novos
cristais durante o endurecimento, sendo que o aumento no volume da fase de gelo se realiza
através do crescimento do nucleo pré-existente (RUSSEL; CHENEY; WANTLIND, 1999).

Durante o processo, a formagdo do nucleo deve ser promovida e o crescimento do
cristal de gelo minimizado para criar varios pequenos cristais (DREWETT; HARTEL, 2007).
Um tamanho médio de cristais, entre 20 a 50 pm, ¢ o desejado para proporcionar a sensagao

de cremosidade (GOFF, 1997b). Quando os cristais de gelo sdo maiores que 50 pum, estes
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podem ser detectados na boca pelos consumidores e o excesso destes grandes cristais pode
resultar em um produto arenoso (DREWETT; HARTEL, 2007).

Durante a armazenagem, pequenos cristais de gelo podem sofrer rapidamente o
fenomeno de recristalizagdo na presenca de flutuagdes de temperatura (STANLEY; GOFF;
SMITH, 1996; GOFF, 2002), ocasionando um aumento do tamanho médio dos cristais
(FERNANDEZ et al., 2008; SOUKOULIS; LEBESI; TZIA, 2009). As elevacdes de
temperatura fundem os pequenos cristais e posterior diminui¢do da temperatura acarreta no
crescimento de grandes cristais (FERNANDEZ et al., 2008). Este fendmeno proporciona a
perda da qualidade do produto final, mas pode ser controlado mantendo a temperatura baixa e
constante € com a presenca de agentes estabilizantes. Além disso, a coalescéncia parcial da
gordura e a diminui¢do do tamanho das bolhas de ar fornece um aumento da protecao contra a

recristalizagdo do gelo (GOFF, 2002).

Estabilizantes e emulsificantes

Os estabilizantes geralmente empregados nas formulagdes de sorvetes sdo, na maioria,
misturas de carboidratos complexos denominados de hidrocoldides ou gomas (STANLEY;
GOFF; SMITH, 1996). Como exemplos podem ser citados: goma locusta (HOMAYOUNI et
al., 2008), goma guar (INNOCENTE; COMPARIN; CORRADINE, 2002),
carboximetilcelulose (HWANG; SHYU; HSU, 2009), goma xantana (SOUKOULIS;
CHANDRINOS; TZIA, 2008) e carragena (GONZALES-TOMAS et al., 2008).

Os estabilizantes sao substancias hidrofilicas que se dispersam em solugdo como coldides.
Em solugdo, aumentam a viscosidade e formam géis devido a sua capacidade de retencdo de
grande quantidade de agua, resultante da atividade mutua destes compostos de formarem pontes
de hidrogénio entre si. Além disso, diminuem a mobilidade da agua na fase liquida envolvendo os
cristais de gelo, prevenindo sua migragdo e recristalizagdo com os cristais pré-existentes
(STANLEY; GOFF; SMITH, 1996; KUS; ALTAN; KAYA, 2005; LAL; O’CONNOR; EYRES,
2006) e previnem ainda o crescimento de cristais de lactose (GOFF, 1997b). O aumento da
viscosidade da calda e da fase liquida do sorvete resulta em muitos beneficios funcionais, como
no aumento da vida de prateleira, por limitar a recristalizacdo do gelo durante a armazenagem.
Sem estabilizantes, o sorvete se tornaria arenoso e congelaria muito rapido devido a migragdo da

agua livre e o crescimento dos cristais de gelo pré-existentes (GOFF, 2009).
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Os emulsificantes auxiliam ainda no desenvolvimento da estrutura da gordura e da
distribuicao de ar. Controlam a desestabilizagdo da gordura (STANLEY; GOFF; SMITH,
1996, LAL; O’CONNOR; EYRES, 2006; AKHTAR et al., 2009) aumentam a resisténcia ao
derretimento e a textura, reduzem o tempo de batimento (GOFF, 1997b; SEGALL; GOFF,
2002; KUS; ALTAN; KAYA, 2005; ZHANG; GOFF, 2005; LAL; O’CONNOR; EYRES,
2006; METWALLY, 2007) e promovem corpo desejavel aos sorvetes. O wuso de
emulsificantes resulta em bolhas de ar menores e mais uniformemente distribuidas por toda
estrutura interna do sorvete (INNOCENTE; COMPARIN; CORRADINI, 2002), promovendo
uma espuma mais estavel (STANLEY; GOFF; SMITH, 1996).

A estrutura do sorvete ¢ estabilizada por duas interfaces: gordura/dgua e ar/agua
(Figura 1.9). Mono e diglicerideos, emulsificantes geralmente utilizados no sorvete,
competem com as proteinas lacteas tanto pela interface gordura/dgua quanto pela interface
agua/ar durante a homogeneizacdo da gordura, por possuirem uma por¢ao hidrofilica e outra
hidrofobica. Como resultado, eles agem reduzindo a tensao interfacial ou a for¢a que existe
entre as duas fases da emulsdo. Durante o processo de maturagdo, os emulsificantes deslocam
as proteinas para fora da interface gordura/dgua, o que enfraquece a membrana e promove a
desestabilizacdo parcial da gordura. Os globulos aglomerados de gordura, formados devido a
desestabilizacdo, auxiliam na estabilizacdo da interface ar/agua, conduzindo a formacao de
um produto mais suave e com boas propriedades de derretimento (GOFF, 1997a; SEGALL,;
GOFF, 2002; LAL; O’CONNOR; EYRES, 2006; AKHTAR et al., 2009).

Micela de caseina ! Globulo de
! gordura
= B
—p Caseina AGUA AR
_. —» Monoglicerideo
U f. : Gordura
<—

Proteina do soro NS

Figura 1.9. Interfaces gordura/agua e agua/ar presentes em sorvete.

Fonte: Lal, O’Connor e Eyres, 2006.
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Proteinas do leite

As proteinas do leite estdo presentes nas formulagdes de sorvetes como parte dos
componentes solidos ndo gordurosos (GOFF, 2008). Contribuem para as fungdes mais
importantes no desenvolvimento do sorvete. Emulsionam a gordura durante a etapa de
homogeneizacao e, através da interagdo com o emulsificante na interface oleosa, contribuem
para a coalescéncia parcial e formacao da estrutura da gordura.

Quando o leite ¢ resfriado, a PB-caseina se dissocia e o hidroxifosfato de calcio se
desprende da estrutura micelar, dissolvendo-se devido ao enfraquecimento das interagdes
hidrofobicas quando a temperatura diminui. Essa -caseina dissociada da micela, e em menor
grau, as proteinas do soro, sdo adsorvidas na interface ar da estrutura dos sorvetes,
conduzindo ao aumento da aeragdo e da estabilidade da espuma. As proteinas que ndo estdo
presentes nessas interfaces contribuem para o aumento da viscosidade e resisténcia ao
derretimento devido a capacidade de absorver agua, contribuem para a inibicado da
cristalizacdo do gelo, aumento da estrutura e textura dos sorvetes (STANLEY; GOFF;
SMITH, 1996; GOFF, 1997b; VEGA; GOFF, 2005). Além disso, devido ao processo de
batimento, as moléculas de proteinas se desdobram proporcionando um aumento das

caracteristicas espumantes (STANLEY; GOFF; SMITH, 1996).

3. Transglutaminase

A transglutaminase (TG) foi identificada por Heinrich Waelsch a mais de 40 anos
como uma enzima com fungdo de incorporar aminas em proteinas no figado (OZRENK,
2006). Largamente distribuida em varios organismos vivos, possui muitas fungdes fisioldgicas
(GRIFFIN; CASADIO; BERGAMINI, 2002), incluindo reparacao tecidual, coagulacao
sanguinea e transducdo de sinal (HEMUNG; LI-CHAN; YONGSAWATDIGUL, 2009). Pode
ser encontrada em tecidos animas e fluidos corporais (FOLK, 1980), peixe (YASUEDA et al.,
1995), plantas (FALCONE et al., 1993; SIEPAIO; MEUNIER, 1995; LILLEY et al., 1998) ¢
microorganismos (ANDO et al., 1989).

Desde a década de 80, estudos com a TG sao realizados com o intuito de modificar as

propriedades funcionais das proteinas. Nos primeiros estudos, a enzima era extraida de figado
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de porco-da-india ou do plasma de bovinos, contudo, o suprimento limitado, a ndo
aceitabilidade pelos consumidores do uso de figado de porco-da-india em alimentos, bem
como as regulamentacdes alimenticias, limitaram a sua comercializacio (MOTOKI;
SEGURO, 1998). Além disso, a TG de origem animal requer Ca®" para a sua ativagdo, o que
leva a precipitacdo de proteinas em alguns sistemas alimentares contendo caseina, globulina
de soja ou miosina (TRESPALACIOS; PLA, 2007). O Fator XIII, uma TG isolada do sangue,
também ¢ raramente utilizado na industria de alimentos devido a sua pigmentacdo vermelha e
da exigéncia de trombina, uma protease especifica, para sua ativagdo (MOTOKI;
KUMAZAWA, 2000; YOKOYAMA; NIU; KIKUCHI, 2004).

Em 1989, apos a triagem de aproximadamente 5.000 cepas do solo, o isolamento de
TG de Streptoverticillium S-8112 foi relatado por Ando et al. (1989). A TG microbiana
mostrou ser Ca”” independente (ANDO et al., 1989) e apresentou uma especificidade menor
com o substrato em comparagdo com a TG de figado de porco-da-india, do Fator XIII e de
hemacias (JONG; KOPPELMAN, 2002; SHIMBA et al., 2002). Devido a estas vantagens e a
possibilidade da produgdo em massa com baixo custo pela fermentagdo tradicional, a TG
microbiana esta, atualmente, amplamente difundida como uma enzima funcional nos diversos
ramos da industria alimentar (MOTOKI; SEGURO, 1998; JONG; KOPPELMAN, 2002;
FARNSWORTH et al., 2006). A TG ¢ utilizada na preparacdo de produtos a base de peixe,
carne, leite, soja, entre outros, para modificar certas propriedades funcionais desses alimentos,
como solubilidade, emulsificagdo, formagdo de espumas e gelatinizacio (JONG;
KOPPELMAN, 2002; KUTEMEYER et al., 2005).

A legislacdo brasileira permite a utilizagdo da TG de origem microbiana (EC 2.3.2.13)
(Streptoverticillium mobaraense ou Streptomyces mobaraense) para o uso em alimentos
destinados ao consumo humano em concentragdo suficiente para o efeito desejado, sem
especificagdo para o limite maximo permitido (BRASIL, 2003; BRASIL, 2005a). Além disso,
¢ afirmada como GRAS (Generally Recognized As Safe) pelo 6rgao governamental dos
Estados Unidos Food and Drug Administration (FDA, 2009).

A TG catalisa uma reacdo de transferéncia entre os grupos acil e y-carboxiamida dos
peptideos ligados aos residuos de glutamina (doador de acila) e os grupos aminos primarios
em uma variedade de componentes amino (receptor de acila), incluindo os peptideos ligados
aos grupos g-amino dos residuos de lisina (MOTOKI; SEGURO, 1998; SHARMA;
ZAKORA; QVIST, 2002; AKTAS; KILIC, 2005; TRESPALACIOS; PLA, 2007).
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A TG microbiana ¢ uma enzima monomérica com 331 aminoacidos em uma cadeia
polipeptidica simples. A estrutura secundaria desta enzima consiste de oito folhas-B3
envolvidas por 11 a-hélices, e se encontra na forma de “disco” com uma fenda profunda na
lateral contendo um residuo de cisteina (posi¢do 64) (Figura 1.10). Este residuo de cisteina
com um grupo tiol livre ¢ essencial para a atividade catalitica (KANAIJI et al., 1993; JAROS
et al., 2006). A especificidade da TG perante varias proteinas ¢ determinada principalmente

pela acessibilidade de residuos de glutaminas e lisinas (LORENZEN, 2007).

Figura 1.10. Estrutura tri-dimensional da transglutaminase microbiana.

Fonte: Yokoyama, Nio e Kikuchi, 2004.

A TG apresenta massa molar de aproximadamente 40 KDa (ANDO et al., 1989;
MOTOKI; SEGURO, 1998; HEMUNG; LI-CHAN; YONGSAWATDIGUK, 2009) e ponto
isoelétrico em torno de 8,9. O pH 6timo de atividade encontra-se na faixa de 6 a 7, entretanto,
aum pH de 5 ou 8 a TG ainda expressa alguma atividade enzimatica. A temperatura 6tima de
atividade enzimatica ¢ de 50 °C, e em temperaturas acima de 70 °C sua atividade ¢ diminuida
em poucos minutos. Contudo, a TG ainda expressa atividade a 10 °C e retém alguma
atividade a temperaturas logo acima do ponto de congelamento (MOTOKI; SEGURO, 1998;
JAROS et al., 2006). Pode modificar as proteinas através da incorporagdao de aminas, ligagdes

cruzadas e desaminagdo (Figura 1.11) (LORENZEN, 2007).
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A) R-GIn~(CH,),-C-NH, + NH,~(CH,),~Lys-R — R-GIn-(CH,),-C-NH-(CH,)~Lys-R + NH,

Residuo de glutamina  Residuo de lisina £-(7-ghitamil)lisina Amonia
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Residuo de glutamina Acido glhitimico Amonia

Figura 1.11. Reagdes catalisadas pela transglutaminase. A) reagdo de ligagdo cruzada; B)
reagdo de incorporacao de amina; C) desaminagao.

Fonte: Ozrenk, 2006.

A reacdo de ligagdo cruzada das proteinas resultante da a¢do da TG mostra ser a
reacao dominante e ocorre entre residuos de glutamina e lisina, resultando na formagao de
ligagdes isopeptidicas e-(y-glutamil)lisina tanto intra como intermolecular e na formagao de
polimeros de alto massa molar (10° a 10’ g mol™") (OZRENK, 2006; MARCOA; ROSELL,
2008; HILLER; LORENZEN, 2009). Estas ligagdes resultam na formacdo de dimeros,
trimeros e grandes polimeros. Sem qualquer interferéncia, estas ligagdes irdo ocorrer até o
momento onde ndo houver mais glutaminas ou lisinas disponiveis para a enzima (JONG;
KOPPELMAN, 2002).

Na presen¢a de aminas primarias, a TG pode incorpora-las nos residuos de glutaminas
de uma proteina. A reagdo de incorporacdo de aminas pode ser utilizada para introduzir
aminodcidos ou peptideos nas proteinas com a finalidade de aumentar o conteudo de
metionina e lisina de caseinas ou proteinas de soja através da ligagdo enzimatica de
lisilpeptideos e lisilmetioninas (YOKOYAMA; NIO; KIKUCHI, 2004; JAROS et al., 2006).
Devido aos aminodcidos incorporados procederem como aminoacidos na proteina nativa, a
TG representa uma poderosa ferramenta para aumentar o valor nutricional dos alimentos
(MOTOKI; KUMAZAWA, 2000).

Na auséncia de residuos de lisina ou de outras aminas primarias, a 4gua ird reagir

como nucleofilica e a TG ira hidrolisar o grupo y-carboxiamida da glutamina, resultando na
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desaminacao de glutaminas com formagao de acido glutamico e amodnia (JAROS et al., 2006;
OZRENK, 2006; MARCOA; ROSELL, 2008). A desaminagdo pode ser induzida por
processos enzimaticos, fisicos ou quimicos. A desaminagdo quimica freqiientemente causa a
decomposicdo das ligagdes peptidicas, enquanto que a enzimdtica demonstra ter minimos
efeitos neste aspecto. Quando a TG ¢ utilizada para catalisar a desaminagdo de residuos de
glutaminas das proteinas, geralmente as ligagdes cruzadas irdo ocorrer em menor intensidade
neste processo (JONG; KOPPELMAN, 2002).

A regulagdo do grau de ligagdes cruzadas formadas ¢ crucial quando se pesquisa a
funcionalidade 6tima proteica, pois freqiientemente somente poucas ligacdes sdo necessarias
para alcangar 6timos resultados. Além disso, a formagao de polimeros de alto peso molecular
pode causar problemas no processamento do produto (JONG; KOPPELMAN, 2002).

A inativac¢do ¢ uma das formas de controlar o grau de ligagdes formadas. A inativagao
térmica ¢ a forma mais simples de inativacao, porém, nao pode ser aplicada nos casos em que
altas temperaturas podem afetar a estrutura e a funcionalidade das proteinas. A mudanca do
pH também ¢ uma alternativa para parar a rea¢do enzimatica, entretanto, pode ter grandes
efeitos nas proteinas modificadas e pode acarretar na precipitagdo das mesmas. O uso de
inibidores, como N-etilmaleimida, iodoacetamida e 4cido para-mercurio benzobico, € utilizado
para bloquear a atividade da TG sem induzir qualquer alteragdo fisica ou quimica nas
proteinas inter-cruzadas (JONG; KOPPELMAN, 2002). Outra alternativa para interromper a
reacdo ¢ utilizar a rea¢do de incorporacdo de aminas para competir com as reacdes de ligagdes
cruzadas (HA; IUCHI, 2002); ou imobilizar a TG para regular sua atividade. Contudo, este
ultimo método pode ser somente utilizado para modificar proteinas em solu¢ao. No geral, a
imobilizagdo da TG pode induzir a mudangas de suas propriedades cinéticas e interagdo com

seus varios substratos (JONG; KOPPELMAN, 2002).

3.1. Aplicacao da transglutaminase em produtos lacteos

A polimerizacdo de proteinas pela acdo da TG pode servir como ferramenta para
modificar as propriedades funcionais de produtos alimenticios, como geleificagdo,
viscosidade, capacidade emulsificante e espumante, sendo que a susceptibilidade de uma
proteina a TG dependerd da sua estrutura macromolecular (BABIKER, 2000; BONISCH et
al., 2007; HINZ et al., 2007). Muitos alimentos protéicos sdo bons substratos para a TG
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microbiana (MOTOKI e SEGURO, 1998). Dentre os produtos lacteos, as caseinas, sao
particularmente bons substratos para a TG devido ao baixo grau de sua estrutura terciaria,
bem como a flexibilidade, arranjo espiral e auséncia de ligacao dissulfeto na os;-caseina e na
B-caseina, deixando os grupos reativos expostos para a enzima (OZRENK, 2006). A k-caseina
¢ a mais reativa por se localizar na regido mais externa da micela de caseina, seguida pela - e
as1-caseina (SMIDDY et al., 2006). As proteinas do soro formam liga¢des cruzadas menos
eficientemente que as caseinas, devido a sua estrutura globular compacta que dificulta a agdo
da enzima (OZRENK, 2006), por isso, necessitam, geralmente, de modificagdes estruturais
para facilitar o ataque da TG (HINZ et al., 2007).

Faergemand e Qvist (1997) investigaram o efeito da ligagdo cruzada mediante a
utilizacdo da TG nas propriedades reoldgicas e estruturais de géis lacteos acidificados
quimicamente com glucona-delta-lactona. Os pesquisadores observaram que o tratamento
enzimatico proporcionou a formacao de géis mais fortes e diminuiu a permeabilidade desses
géis quando comparados com a amostra controle (sem TG).

O tratamento enzimatico com TG proporcionou um aumento da capacidade de
reten¢do de dgua e da capacidade de gelatinizagdo de amostras de caseinato de sodio em
relacdo a amostra sem ser submetida ao tratamento enzimatico, especialmente quando a
incubacdo foi realizada por 4 horas a 40 °C. Quando a incubagao foi realizada por 18 - 20
horas a 4 - 6 °C observou-se um aumento da viscosidade aparente (LORENZEN, 2007).
Mounsey, O’Kennedy e Kelly (2005) também verificaram o aumento da viscosidade aparente
em solugdes de caseinato de s6dio submetidas ao tratamento enzimatico com TG.

A influéncia da TG microbiana nas propriedades fisicas de iogurtes elaborados com
leite e com substitui¢ao parcial do leite por soro de leite foi avaliada por Gauche et al. (2009).
As ligagdes cruzadas das proteinas lacteas pela acdo da TG mostraram ser efetivas nas
propriedades fisicas dos iogurtes com adi¢do de soro, diminuindo a sinerese, aumentando a
consisténcia e proporcionado boas propriedades reoldgicas e de textura, compensando as
possiveis alteragdes causados pela adicao do soro no iogurte.

Farnsworth, Hendricks e Guo (2006) relataram que o pré tratamento térmico do leite
antes da incubag¢do com TG microbiana (2 e 4 U g'l) aumentou significativamente (p<0,05) a
viscosidade e diminui a sinerese de amostras de iogurtes produzidos com leite de cabra por
aumentar a forca do gel do iogurte. O efeito do tratamento com TG no aumento da

viscosidade foi mais significante comparado ao método do aumento de conteudo de sélidos
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totais do leite. Quando foi utilizado TG na concentragao de 2,5 U g'l, a viscosidade aumentou
3,5 vezes quando comparadas ao iogurte controle (sem adicao da enzima).

Estudos envolvendo sorvetes e TG sdo escassos. Metwally (2007) produziu sorvetes
com baixo teor de gordura e com diferentes concentragdes de estabilizantes, usando a TG
como seus substitutos. Foi observado que as amostras de sorvetes com TG melhorou as
propriedades funcionais, aumentando a viscosidade aparente, a desestabilizagdo da gordura e

a resisténcia ao derretimento.

4. Reologia

Reologia ¢ a ciéncia que estuda o escoamento e a deformag¢do da matéria quando
submetida a uma determinada for¢a ou pressio (MULLER, 1977; RAO, 1999; ALVES,
2003). Com a resposta de um produto submetido a essa for¢a obtém-se informacgodes a respeito
da viscosidade e elasticidade de um produto (MEZA; VERDINI; RUBIOLO, 2009).

A quantidade da forga aplicada sobre uma determinada area do fluido ¢ denominada
de tensdo de cisalhamento e origina uma deformagdo no mesmo, denominada de fluxo. A
tensao de cisalhamento ¢ expressa em unidades de for¢a por unidade de area, sendo definida

matematicamente através da Equacdo 1 (BRAUN; ROSEN, 2000; BOURNE, 2002).
F
= — (1)
°75

Sendo o: tensdo de cisalhamento (Pa); F: forca aplicada na dire¢cdo do escoamento (N, dina); e

. . . 2 2
S: area da superficie exposta ao cisalhamento (m”, cm”).

Esta for¢a quando aplicada sobre uma determinada area da superficie de um fluido em
contato com um plano estacionario, formara um gradiente de velocidade dentro deste fluido,
que variara conforme a viscosidade do mesmo (LEWIS, 1993). Este gradiente de velocidade
de cisalhamento a uma determinada distancia ¢ denominado taxa de deformagao ou taxa de

cisalhamento, e pode ser definida matematicamente através da Equagao 2 (RAO, 1999).
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AV

= 2
iy 2
Sendo Av ¢ a diferenca de velocidade entre duas camadas de fluido adjacentes; e Ay a

distancia entre elas.

Uma propriedade dos fluidos € a viscosidade, que corresponde ao atrito interno de um
fluido ou a tendéncia do mesmo em resistir ao escoamento (MULLER, 1977; RAO, 1999).
Para aumentarmos o grau de deformacgdo de certo fluido ¢ necessario aumentarmos a forga

aplicada, que pode ser calculado conforme a Equacgao 3.
cC =NXy (3)

Sendo ¢ corresponde a tensdo de cisalhamento (Pa); n a viscosidade (Pa s); e y a taxa de

cisalhamento (s™).

Os fluidos viscosos podem ser classificados em fungdo do seu comportamento de
fluxo ou reologico, sendo denominados fluidos Newtonianos e ndo Newtonianos (RAO,
1999). O comportamento de fluxo pode ser representado graficamente e/ou numericamente. A
representacdo grafica, denominada de reogramas, sdo geralmente representados pela
viscosidade aparente, tensdo de cisalhamento e taxa de deformagdo. Os graficos mais
utilizados sdo: tensdo de cisalhamento versus taxa de deformacdo e viscosidade aparente
versus taxa de deformagdo (BRAUN; ROSEN, 2000). A representagdo numérica ¢ avaliada
através de modelos reoldgicos, descritos na secao 4.1.

Os fluidos Newtonianos sdo aqueles cuja viscosidade ¢ igual, independente do tempo
e da taxa de cisalhamento na qual ¢ medida, numa dada temperatura (MULLER, 1977;
LEWIS, 1993; RAO, 1999). O grafico de tensdo de cisalhamento versus taxa de deformagao
resulta em uma reta que passa pela origem (BRAUN; ROSEN, 2000). Geralmente os
alimentos Newtonianos contém componentes de baixo peso molecular (ex: agucares) e nao
possuem grandes concentragdes de polimeros dissolvidos (ex: pectinas, proteinas e amidos)
(RAO, 1999). Em alguns sistemas, um material pode exibir comportamento Newtoniano até

uma determinada taxa de deformagdo, onde comeca a exibir comportamento ndo Newtoniano

Influéncia da enzima transglutaminase microbiana nas propriedades funcionais de sorvetes
com diferentes teores de gordura



41
Capitulo 1 — Revisdo Bibliografica

apo6s atingir a taxa de deformagdo limite. Um exemplo deste comportamento ¢ o 6leo de
silicone, que a partir de uma determinada taxa deixa de ser Newtoniano e a viscosidade
comeca a diminuir com o aumento da taxa de deformacdo (BRAUN; ROSEN, 2000).

No entanto, a viscosidade, na maioria dos alimentos, ndo é constante a uma dada
temperatura e pressao, ¢ depende do tempo ou da taxa de deformagdo e das caracteristicas
inerentes aos so6lidos (eldsticas ou plasticas) quando presentes em fluidos viscosos. Este tipo
de fluido ¢ denominado de ndo Newtoniano ou material viscoelastico, € seu comportamento
pode depender somente da taxa de deformacgdo (tempo independentes) ou pode depender
também da duragdo de cisalhamento (tempo dependentes) (MULLER, 1977; LEWIS, 1993;
RAO, 1999). Nestes casos, a viscosidade devera ser designada, para cada velocidade de
deformacao ou para cada tempo, por viscosidade aparente (n.p) (ALVES, 2003).

Os fluidos independentes do tempo sdo denominados de pseudoplasticos, dilatantes ou
plasticos (Figura 1.12A). Nos fluidos pseudoplasticos, também denominados de
reofluidificante, ha diminui¢ao da viscosidade com o aumento da taxa de cisalhamento. Tal
comportamento ocorre quando um sistema possui “estrutura” que pode ser reversivelmente
quebrada sob tensao (BRAUN; ROSEN, 2000). J4 nos fluidos dilatantes (reoespesantes), ha
um aumento reversivel da viscosidade com o aumento da taxa de cisalhamento, sendo este
comportamento mais raro que a pseudoplasticidade. O aumento da viscosidade pode ocorrer
devido a concentragdo, forma, tamanho e densidade das particulas que ocasionam o aumento
da interagcdo entre elas. Em sistemas com altas concentragdes de particulas, a aplicacdo da
tensdo produz um rearranjo dos so6lidos causando a aglomeragdo dos mesmos. Particulas
grandes ou densas possuem maior inércia, assim, quando uma tensdo ¢ aplicada elas
momentaneamente desaceleram e em seguida voltam a acelerar. A energia necessaria para isto
resulta em uma resisténcia adicional ao fluxo e uma maior viscosidade aparente (BRAUN;
ROSEN, 2000). Por fim, os fluidos plésticos ou de Bingham comportam-se, teoricamente,
como soélidos em condigdes elasticas de repouso e apods a aplicacao de uma forca, chamada de
limite de escoamento ou tensdo residual, comeg¢a a fluir (MULLER, 1977; LEWIS, 1993;
RAO, 1999). Estes fluidos sdo frequentemente encontrados em alimentos, como catchup,

chantilly, clara em neve e margarina (BOURNE, 2002).
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Figura 1.12. Reograma dos fluidos independentes do tempo (A) e dos fluidos dependentes do
tempo (B).
Fonte: Lewis, 1993.

Os fluidos dependentes do tempo sdo divididos em tixotrdpicos e reopéticos (Figura
1.12B). Os fluidos tixotrépicos, a uma taxa de cisalhamento constante, apresentam
diminui¢do da viscosidade com o tempo (MULLER, 1977; LEWIS, 1993; RAO, 1999; ABU-
JADAYIL, 2003). Este fendmeno ¢é isotérmico e reversivel, e ocorre devido a destrui¢ao
gradual da estrutura construida pelas particulas na fase dispersa, devido as ligacdes
intermoleculares ndo resistirem a a¢do do cisalhamento imposto. Se deixarmos em repouso
durante algum tempo um sistema tixotropico, a viscosidade aparente aumentara devido a
forma¢do de uma estrutura mais organizada das particulas em suspensdo que “imobiliza” o
liquido entre as particulas. Se, a seguir, submetermos o sistema a cisalhamento, a uma
velocidade de agitagcdo constante, a viscosidade aparente decrescerd com o tempo até
atingirmos o equilibrio entre quebra e reconstrug¢do da estrutura (BRAUN; ROSEN, 2000).
Exemplos de alimentos que manifestam este comportamento sdo produtos que contém
polimeros, como iogurte concentrado e maionese (ABU-JADAYIL, 2003). Ja os fluidos
reopéticos manifestam comportamento oposto, ou seja, a viscosidade aumenta com o tempo, a
uma taxa de deformagdo constante (MULLER, 1977; LEWIS, 1993; RAO, 1999; ABU-
JADAYIL, 2003). Os fluidos reopéticos, ou anti-tixotrdépicos, apresentam maior resisténcia ao
fluxo com o passar do tempo devido a agregacdo ou associa¢do das particulas quando uma
tensdo aplicada (BRAUN; ROSEN, 2000). Este comportamento ¢ raro de ser encontrado em
sistemas alimenticios (BOURNE, 2002).
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4.1. Modelos reologicos

Modelos reologicos sdo utilizados para descrever o comportamento mecanico de
varios materiais e geralmente sdo obtidos no diagrama tensdo de cisalhamento versus taxa de
deformacdo (RAO, 1999; ALVES, 2003). No entanto, apesar de apresentarem um dominio de
validade limitado, os parametros neles envolvidos permitem comparar diferentes materiais,
podendo tornarem-se muito uteis no controle de qualidade e otimizacdo de processos
(ALVES, 2003). Por conveniéncia, os modelos matematicos podem ser divididos em tempo-
independentes, que incluem o modelo de Bingham, Lei de Poténcia, Herschel-Bulkley e
Casson; e tempo-dependentes do comportamento de fluxo, sendo o modelo de Weltman o

mais utilizado (RAO, 1999).

Modelo de Bingham

O modelo de Bingham ¢ utilizado para descrever os fluidos que requerem a aplicagdo
de uma tensdo minima, denominada de limite de escoamento (op), para que haja alguma
deformagdo cisalhante. Quando submetidos a uma tensdo menor do que oy, estes fluidos,
teoricamente, comportam-se como solido. Estes fluidos apresentam uma relagdo linear entre a
tensdo de cisalhamento e a taxa de deformacgdo, e os pardmetros reoldgicos obtidos sdo o

limite de escoamento e a viscosidade plastica, calculados de acordo com a Equagdo 4

(BARNES; HUTTON; WALTERS, 1993; BOURNE, 2002).

G =Go + Npry “4)

Sendo o©p: limite de escoamento (Pa); mp: viscosidade plastica (Pa s); o: tensdo de

cisalhamento (Pa); e y: taxa de deformacdo (s™).
Modelo Lei de Poténcia (Ostwald-de-Wael)
O comportamento Lei de Poténcia descreve um fluido ndao Newtoniano

(pseudoplastico ou dilatante) e ¢ caracterizado através do grafico de tensdo de cisalhamento

versus taxa de deformacdo quando plotados em coordenadas logaritmicas (BARNES;
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HUTTON; WALTERS, 1993; BOURNE, 2002). Os parametros reoldgicos obtidos pelo
modelo lei de poténcia sdo o indice de consisténcia e o indice de comportamento ou de fluxo.

O modelo de poténcia ¢ definido pela Equacgdo 5.

o =k(y)" (5)

Sendo o: tensdo de cisalhamento (Pa); y: taxa de deformacio (s™); k: indice de consisténcia

(Pa s"); e n: indice de comportamento ou de fluxo (adimensional).

O indice de comportamento de fluxo estd relacionado ao afastamento do fluido do
modelo newtoniano. Se o seu valor for igual a 1, entdo o fluido ¢ caracterizado como
newtoniano; menor que 1 ¢ pseudoplastico; e maior que 1 ¢ denominado dilatante. O valor do
indice de consisténcia indica o grau de resisténcia do fluido diante o escoamento. Quanto

maior o valor de k, mais consistente sera o fluido (BARNES; HUTTON; WALTERS, 1993).

Modelo Herschel-Bulkley

O modelo Herschel-Bulkley ¢ uma extensdo do modelo Lei de Poténcia onde um novo
parametro ¢ adicionado, o limite de escoamento (BOURNE, 2002). O limite de escoamento
geralmente ¢ determinado através do ajuste dos dados experimentos utilizando o modelo de
Casson (TARREGA; COSTELL, 2007). Fluidos que obedecem este modelo sdo
caracterizados pelo grafico linear em escalas logaritmicas da tensdo de cisalhamento versus a
taxa de deformacdo. Os pardmetros obtidos por este modelo, indice de consisténcia e indice

de comportamento de fluxo, sdo obtidos através da Equacao 6 (BOURNE, 2002).

¢ = oo+ k(y)" (6)

Sendo o: tensao de cisalhamento (Pa); oy: limite de escoamento (Pa); k: indice de consisténcia

(Pa s"); y: taxa de deformacdo (s™); n: indice de comportamento de fluxo (adimensional).
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Modelo de Casson

O modelo de Casson foi desenvolvido inicialmente para analise de tintas de impressao
por Casson em 1959, mas mostrou-se efetivo para andlise de alimentos, particularmente
chocolate (BOURNE, 2002). Para alimentos que seguem o modelo de Casson, uma linha reta
resulta quando a raiz quadrada da taxa de deformagdo ¢ plotada contra a raiz quadrada da
tensdo de cisalhamento (Equacdo 7) (RAO, 1999). O limite de escoamento de Casson
corresponde ao quadrado do intercepto, Goc = (Koc)z, e a viscosidade plastica de Casson ao

quadrado da inclinagdo da reta, n. = (Ke)™.

o™ = Koe + Ke (1) (7)

Sendo o: tensdo de cisalhamento (Pa); Ko: limite de escoamento de Casson (Pa); K.:

viscosidade plastica de Casson (Pa s); e y: taxa de deformacio (s™).

Modelo de Weltmann

O modelo de Weltmann ¢ geralmente utilizado para caracterizar o comportamento
tixotropico dos alimentos (ABU-JDAYIL, 2003) e define os parametros a uma taxa de
deformagdo constante, por um periodo de tempo, até atingir o equilibrio (WELTMANN,

1943). Estes parametros sao obtidos através da Equagao 8.

oc=A-Blogt (8)

Sendo o: tensdo de cisalhamento (Pa); #: tempo (s); A: tensdo inicial requerida (Pa); e B:

coeficiente de ruptura tixotrépica (Pa).

O gréfico da tensdao de cisalhamento versus o tempo em escala logaritmica deve
resultar em uma reta, onde a inclinacdo da reta representa a viscosidade plastica (BRAUN;
ROSEN, 2000). O coeficiente de ruptura tixotrépica (B) ¢ indicativo da quantidade de
estrutura degradada durante o cisalhamento. O valor de B negativo demonstra que houve a

diminui¢do da viscosidade plastica, ou seja, o fluido apresenta comportamento tixotropico. Ao
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contrario, quando seu valor for positivo, o fluido comporta-se como reopético (WELTMANN,
1943). O parametro A representa a tensdo de cisalhamento necessaria para que a estrutura

comece a degradar.

4.2. Reologia aplicada em sorvetes

Os alimentos sdo geralmente submetidos a testes reologicos para entender a relagdo
entre a estrutura e as propriedades reoldgicas (MEZA; VERDINI; RUBIOLO, 2009). O
conhecimento das propriedades reolodgicas ¢ importante no controle da qualidade, no
processamento e selecdo dos equipamentos apropriados (MULLER, 1977; KUS; ALTAN;
KAYA, 2005; ELHWEG et al., 2009; GABRIELE et al., 2009; SOZER, 2009), na textura dos
alimentos e na aceitabilidade do produto pelos consumidores (ABU-JADAYIL, 2003;
AICHINGER et al., 2003; KUS; ALTAN; KAYA, 2005). A caracterizagao reologica tempo-
dependente dos sistemas alimenticios ¢ importante para estabelecer a relagao entre a estrutura
e o fluxo e para correlacionar os parametros fisicos com a avaliagdo sensorial (ABU-
JADAYIL, 2003; KUS; ALTAN; KAYA, 2005).

A maioria dos produtos alimenticios possui naturalmente propriedades reoldgicas
complexas e suas viscosidades irdo depender ndo somente da temperatura e da sua
composi¢do, mas também da taxa, tensdo e tempo de cisalhamento. Esta dependéncia ocorre,
pois muitos desses produtos estdo dispersos de particulas coloidais, como s6lidos e liquidos
imisciveis, e seus polimeros podem afetar a estabilidade e a reologia de uma suspensdo como
resultado de interagdes entre as particulas suspensas e os polimeros (ABU-JADAYIL, 2003).
A reologia do sorvete ¢ afetada principalmente pela presenca de componentes e suas
concentragdes, como gordura e proteinas, fenomeno de hidratacdo, agregacdo proteica,
cristalizagdo do gelo e coalescéncia da gordura (SOUKOULIS; LEBESI; TZIA, 2009).

Muitos estudos utilizando a reologia sdo realizados em sorvetes com o intuito de
avaliar o comportamento de deformagao (viscosidade) e a qualidade desses produtos. Akalm,
Karagézlii e Unal (2008) observaram que a substituicdo da gordura de sorvetes por 4 % de
proteina isolada do soro resultou em maior viscosidade aparente e maior indice de
consisténcia em relagdo a amostra regular, contendo 10 % de gordura. Além disto, todas as

amostras comportaram-se como fluidos pseudoplasticos.
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Goh, Ye e Dale (2006) observaram que a incorporacao do 6leo de linhaca em sorvetes
como substituto da gordura pode afetar as caracteristicas funcionais desses produtos,
dependendo da quantidade da gordura do leite a ser substituida. Os autores observaram que o
comportamento de fluxo foi consistente com a extensdo da floculagdo da gordura, sendo mais
evidente nos sorvetes com maior teor de gordura lactea. Assim, os sorvetes contendo maiores
concentragdes de gordura do leite apresentaram maiores viscosidades e indice de
pseudoplasticidade, sendo que a viscosidade mostrou estar correlacionada com as
propriedades de derretimento dos sorvetes.

Sorvetes contendo salepo apresentaram fluxo tempo-dependente com comportamento
tixotropico, sendo que este efeito aumentou com o aumento do contetido de salepo devido as
interacdes fisicas entre seus constituintes com as proteinas do leite. O contetido de salepo
também aumentou o indice de consisténcia das amostras e diminui o indice de comportamento
de fluxo, ou seja, aumentou as caracteristicas pseudoplasticas dos sorvetes (KUS; ALTAN;
KAYA, 2005).

Soukoulis, Lebesi e Tzia (2009) estudaram os efeitos de quatro fibras alimentares
(aveia, trigo, mag¢a e inulina) nas propriedades reologicas de sorvetes. Foi observado que a
adi¢ao das fibras proporcionou um aumento da viscosidade e do indice de consisténcia e a
diminui¢do do indice de comportamento de fluxo das amostras. O aumento da viscosidade
mostrou ser causado tanto pelas fibras soltiveis (maca e inulina), contribuindo na composi¢ao
da fase aquosa, quanto pelas fibras insoluveis (aveia e trigo) por aumentar o contetido de
solidos totais, afetando a conformacao da rede tridimensional dos biopolimeros hidratados. O
trabalho conclui que o enriquecimento de sorvetes com fibras alimentares ¢ um modo efetivo
para aumentar as propriedades nutricionais e funcionais do produto final por influenciar as

propriedades reoldgicas dos mesmos.

5. Eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE)

Eletroforese ¢ um método de separacdo de moléculas, geralmente proteinas e acidos
nucléicos, que envolve a migragdo de particulas em um determinado gel durante a aplicagao
de uma diferenca de potencial. Sua razdo de migragao através do campo elétrico depende da

forca do campo, da carga da rede, do tamanho e forma das moléculas, da forca ionica,
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viscosidade e temperatura do meio em que as moléculas estio se movendo (WISEMAN,
1991; PATEL, 1994). A eletroforese ¢ uma técnica simples, rapida e sensivel para estudar as
propriedades das proteinas (PATEL, 1994; SHI; JACKOWSKI, 1998). Geralmente a corrida
das amostras ¢ realizada em uma matriz suporte de gel de agarose ou de acrilamida (PATEL,
1994). A agarose ¢ utilizada principalmente para separar grandes moléculas, como acidos
nucléicos, enquanto que a poliacrilamida ¢ largamente empregada para separar proteinas
(SHI; JACKOWSKI, 1998).

Entre as diferentes técnicas, a eletroforese em gel de poliacrilamida-dodecil sulfato de
sodio (SDS) descontinuo, originalmente descrito por LAEMMLI (1970), € o sistema mais
utilizado onde as proteinas sdo fracionadas estritamente pelo seu peso molecular (SHI;
JACKWOSKI, 1998). Além disso, possui bom poder de resolugdo, ¢ relativamente insensivel
a sobrecarga de amostra e os minigéis requererem menos tempo de corrida e de descoloragao
(SHI e JACKWOSKI, 1998). O gel de poliacrilamida ¢ formado pela copolimerizagdo de
acrilamida e bisacrilamida (N,N’-metileno-bis-acrilamida) na presenca de TEMED
(tetrametiletilenodiamina) e persulfato de amoénia. O TEMED serve como catalizador da
reacdo devido sua habilidade de carrear elétrons liberando o ion persulfato (SO4’), que inicia a
polimerizacdo (WALKER, 2002). Diferentes propor¢des de acrilamida e bisacrilamida
permitem a criacdo de diferentes gradientes de separacdo, sendo estas proporgdes
determinadas de acordo com o tamanho das proteinas que se desejam separar (SHI;
JACKOWSKI, 1998).

As ligacdes cruzadas intra e intermoleculares de proteinas formadas pela acdo da TG
podem ser observadas com o auxilio da eletroforese em gel de poliacrilamida (JONG;
KOPPELMAN, 2002). A TG transforma proteinas monoméricas em polimeros de elevada
massa molar que podem ser distinguidos de acordo com suas massas molares (JONG;
KOPPELMAN, 2002; PINTERITS; ARNTFIELD, 2008).

Partanen et al. (2008) utilizaram a eletroforese em gel de poliacrilamida-dodecil
sulfato de sodio de acordo com a metodologia de Laemmli (1970), para avaliar a formagao
das ligacdes cruzadas formadas pela acdo da TG em géis acidos e neutros de caseinato de
sodio. Em condigdes neutras, ao contrario do observado em condi¢des acidas, observou-se
uma diminuicdo da intensidade nas bandas das caseinas com formacdo concomitante de

polimeros de alto peso molecular, o que indicou a formagdo de ligagdes intermoleculares
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induzidas pela TG e que a enzima diminuiu as for¢as de repulsdo eletrostaticas nos agregados
de caseinatos de sodio a pH 7.

A agdo TG nas proteinas de iogurtes sem adi¢do de gordura foi investigada com o
auxilio da SDS-PAGE por Ozer et al. (2007). As bandas correspondentes as fragcdes de caseinas
tornaram-se menos intensas com o aumento da concentragdo da TG. O perfil eletroforético das
amostras tratadas com quantidades maiores da enzima mostrou uma diminui¢cdo progressiva na
intensidade tanto das bandas das caseinas quanto das proteinas do soro, com um aumento
simultdneo dos polimeros de alto peso molecular. A diminui¢do da intensidade das bandas
caseinas indica que estas fragdes proteicas sao bons substratos para a TG.

Hinz et al. (2007) compararam a polimerizagdo das proteinas lacteas pela agao da TG
em leite integral e em leite desnatado, e observaram o mesmo comportamento quando
avaliadas em SDS-PAGE. As k- e B-caseinas foram polimerizadas primeiramente em relagao
a og-caseina, contudo, nao foi observada a polimerizagdo das proteinas do soro (B-
lactoglobulina e a-lactoalbumina) quando o leite foi incubado por 6 horas a 30 °C. Apds 24
horas, houve a completa polimerizag¢do das caseinas, verificada através do desaparecimento de
suas bandas, remanescendo apenas uma pequena fragdo de mondmeros da o -caseina.
Resultados similares foram encontrados por Sharma, Lorenzen e Qvist (2001), Smiddy et al.
(2006) e Moon et al. (2008), aonde verificaram que a k- e P-caseina sdo inicialmente
polimerizadas pela TG, devido suas localizagdes nas micelas de caseinas, e que as proteinas
do soro do leite ndo pré-aquecido nao sdo suscetiveis a agdo da TG.

O efeito do pH na polimerizagdo das proteinas lacteas com TG, também avaliado
através da técnica de eletroforese (SDS-PAGE), foi estudado por Moon et al. (2008). A faixa
de pH variou de 5,5 - 9,0, e as amostras de leite foram incubadas com TG até 24 horas a 30
°C. A diminui¢do das bandas de caseinas foi observada com concomitante formagao de
polimeros em todos os valores de pH testados, indicando alto nivel de atividade da TG sob a
faixa de pH estudada. Apds 8 horas de incubagdo, os autores observaram a maior ocorréncia
de polimerizacdo em pH 6 - 8. Quando o tempo de incubag¢do aumentou para 24 horas, a -
caseina foi mais suscetivel a polimerizagcdo em pH mais elevado (7,5 - 9,0), enquanto que a k-
caseina apresentou polimerizacdo mais pronunciada em pH mais baixo (5,5 - 7,0). Estes
resultados sdo importantes para a avaliacdo do impacto do pH sobre a estrutura das micelas,
em termos de acessibilidade de diferentes proteinas, e sobre a dissociacdo das caseinas. Além

disso, este resultado ¢ importante para adequar o grau de liga¢do cruzada através do ajuste do
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pH do leite antes da incubacao com a TG. Em relagdo a temperatura de incubagao, Mylldrinen
et al. (2007) observaram que entre 22 - 50 °C ocorreu maior polimerizagdo das caseinas

presentes em géis de caseinato de sodio acidificado do que em temperaturas inferiores (4 °C).
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Otimizacao da atividade da transglutaminase microbiana em sorvetes

aplicando metodologia de superficie de resposta

Resumo

Para conhecer a faixa de atividade maxima da transglutaminase (TG) em sorvetes, o
delineamento central composto foi utilizado e a concentracdo, tempo e temperatura de
incubagdo da TG foram avaliados. O comportamento reologico da condi¢cao que proporcionou
a melhor resposta bem como a confirmacdo da polimerizagdo através da eletroforese em gel
SDS-PAGE foram avaliados. Ao analisar os efeitos e as interacdes das varidveis testadas,
observou-se que a concentracdo da TG e o tempo de incubagdo foram significativos, o que
ocasionou um aumento do indice de consisténcia, favorecendo o comportamento
pseudoplastico dos sorvetes. A resposta maxima (0,69 Pa s") foi atingida a uma concentra¢do
de TG de 4 U g de proteina, a 56,8 °C tempo de 90 minutos, sendo que a polimeriza¢io das
proteinas, confirmada por eletroforese, mostrou que a k-caseina foi mais susceptivel ao ataque

da TG em relagdo as proteinas do soro.

Palavras-chave: transglutaminase; sorvete; metodologia de superficie de resposta; reologia.
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1. Introducgéo

A enzima transglutaminase microbiana (TG; E.C 2.3.2.13) apresenta capacidade de
modificar as propriedades das proteinas através da transferéncia do grupamento acil e y-
carboxiamida dos peptideos ligados aos residuos de glutamina (doador de acila) e de grupos
aminos primarios em uma variedade de componentes amino (receptor de acila), incluindo o
grupo g-amino dos peptideos ligados ao residuo de lisina (HINZ et al., 2007). A modificagao
proteica pode ocorrer através de reagdes de ligagdes cruzadas, desaminagdo e/ou
incorporagdes de aminas (JONG; KOPPELMAN, 2002). Segundo Hiller e Lorenzen (2009) a
ligacdo cruzada mostra ser a reagdo dominante e resulta na formacao de ligacdes isopeptidicas
e-(y-glutamina)lisina tanto intra como intermoleculares e na formacdo de polimeros de alto
massa molar (10°a 10" g mol™).

As ligagdes cruzadas entre as proteinas pela acdo da TG podem modificar véarias
propriedades funcionais nos alimentos, como solubilidade, capacidade de reten¢dao de agua,
estabilidade ao aquecimento, bem como as propriedades de gelificagdo, emulsificantes e
reologicas (HINZ et al., 2007). As proteinas do leite presentes nas formulagdes dos sorvetes
consistem de uma mistura de og-, 0gx-, P- € k-caseinas e de proteinas do soro (o-
lactoalbumina e [-lactoglobulina). Tanto caseinas quanto proteinas do soro sdao bons
substratos doadores e receptores de grupamentos acila para a TG (RODRIGUEZ-NOGALES,
20006), contudo, as k- e B-caseinas demonstram ter maior reatividade com a TG em relagdo as
proteinas do soro e as demais caseinas (MYLLARINEN; BUCHERT; AUTIO, 2007). As
proteinas do soro em sua estrutura globular nativa sdo menos propensas a reagao de
polimerizacao, principalmente devido a estabilizacdo da conformagdo globular pelas ligagdes
de dissulfeto que limitam a disponibilidade dos sitios ativos da TG (BONISCH et al., 2007).
Em geral, o aumento progressivo da temperatura desorganiza o sistema proteina-agua
quebrando as ligagdes de hidrogénio que estabilizam a estrutura proteica. Isto acarreta no
desdobramento protéico e provoca a interacdo proteina-proteina, consequentemente
aproximando as proteinas do sitio ativo da TG e formagdo dos polimeros
(NIEUWENHUIZEN et al., 2003; RODRIGUEZ-NOGALES, 2006).

As proteinas do leite estdo presentes nas formulagdes de sorvetes como parte dos
componentes solidos nao gordurosos e contribuem para as fung¢des mais importantes no

desenvolvimento deste produto. Contribuem para a coalescéncia parcial e formacdo da
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estrutura da gordura e sdao adsorvidas na interface ar, conduzindo a um aumento da aeracao e
da estabilidade da espuma (VEGA; GOFF, 2005). Assim, a polimerizagao das proteinas
lacteas pela acdo da TG pode proporcionar a formagao de um filme protéico mais resistente
(PINTERITS; ARNTFIELD, 2008), melhorando as propriedades funcionais dos sorvetes.

Para determinar as condigoes otimas de atividade da TG em diversos alimentos, varios
autores tém utilizado a metodologia de superficie de resposta (MSR) (RODRIGUEZ-
NOGALES, 2006; GAUCHE et al., 2008; PINTERITS; ARNTFIELD, 2008). Esta
metodologia corresponde a um conjunto de técnicas matematicas e estatisticas empregadas
para modelar e analisar os problemas aos quais a resposta de interesse ¢ influenciada pelas
diversas varidveis, com o objetivo de otimizar a resposta (ABDULLAH; SALAMATINIA;
KAMARUDDIN, 2009). A principal vantagem ¢ a redu¢do do nimero de experimentos
necessarios para fornecer informagdes suficientes para resultados estatisticamente aceitaveis
(ZHANG et al., 2009). A MSR, utilizando um delineamento central composto, envolve a
pesquisa fatorial completa para examinar a variagdo simultanea, sistematica e eficiente dos
componentes importantes, identificando as possiveis interagdes, efeitos de maior ordem e as
condicdes Otimas operacionais (RORIZ et al., 2009).

O objetivo deste trabalho foi avaliar os efeitos da adicdo da enzima transglutaminase
em sorvetes, otimizando as condi¢cdes Otimas de atividade enzimatica (concentragdo,
temperatura e tempo de reagdo) através da MSR, assim como avaliar o comportamento
reologico da condi¢do que proporcionou a melhor resposta. A polimerizagdo das proteinas do

leite foi avaliada através do perfil eletroforético.

2. Material e métodos

2.1. Material

Para a fabricagdo dos sorvetes foram utilizados: leite bovino pasteurizado integral (67
%), sacarose (17 %), creme de leite (8 %), leite em po (7 %), emulsificante Emustab® (Duas
Rodas, Jaragua do Sul, SC, Brazil) (0,5 %) e estabilizante Super Liga Neutra® (Duas Rodas,
Jaragua do Sul, SC, Brazil) (0,5 %). A enzima transglutaminase microbiana, contendo lactose

e maltodextrina, foi gentilmente fornecida pela Ajinomoto no Brasil (Ajinomoto, Sao Paulo,
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SP, Brasil). A transglutaminase apresentou atividade enzimatica média de 100 U g (dado

fornecido pela industria) e foi utilizada na sua forma original, sem qualquer purificagao.
Todos os reagentes utilizados para as analises foram de qualidade analitica p.a. Agua

ultra pura (Direct-Q water purification system, Millipore Corp, Molsheim, France) foi

utilizada para o preparo das solugdes de eletroforese.

2.2. Métodos

Polimerizagdo enzimatica e preparagdo dos sorvetes

O leite foi submetido ao tratamento térmico de 78 £ 1 °C por 15 minutos para a
desnaturacdo das proteinas do soro de leite. Apds o resfriamento (25 °C), a TG foi adicionada
e sua concentracdo foi calculada considerando o teor de proteina do sorvete (3,90 %),
quantificado pelo método de Kjeldahl (AOAC, 2005). As condi¢cdes 6timas de atividade
enzimdtica utilizadas foram determinadas através do planejamento experimental utilizando
delineamento central composto, descrito na secdo Planejamento experimental. Ap6s o periodo
de incubagdo, a TG foi inativada utilizando tratamento térmico de 80 °C por 2 minutos,
conforme descrito por Rodriguez-Nogales (2006).

Os ingredientes, com exce¢do do emulsificante, foram misturados e pasteurizados a 85
°C por 15 minutos com agitagdo constante, formando a calda do sorvete. Apos a
pasteurizagdo, a calda foi resfriada rapidamente até 50 °C e homogeneizada por 3 minutos.
Em seguida, foi estocada a 4 = 1 °C por 24 horas para a maturagdo. O emulsificante foi
adicionado e o batimento foi realizado (Bellagio, Britania, Curitiba, PR, Brasil) a 815 rpm, 4
°C durante 5 minutos. A seguir, a calda foi submetida ao congelamento em freezer vertical
(CVU30, Consul, Whirlpool S.A., Sao Paulo, Brasil) a -20 = 1 °C e estocada nesta condig¢ao
até a realizacdo das analises. A amostra controle foi preparada seguindo o mesmo
procedimento, porém sem adi¢do da TG. A Figura 2.1 descreve o fluxograma com as etapas

do processamento do sorvete.
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Tratamento térmico do leite (78 °C / 15 min)
v
Resfriamento do leite (25 °C)
v
Adicdo da TG
v
Inativacao da TG (80 °C / 2 min)
v
Mistura dos ingredientes
v
Pasteurizacdo (85 °C / 15 min)
v
Resfriamento (50 °C)
v
Homogeneizagao (3 min)
v

Maturacao (4 °C /24 h)
v
Batimento (5 min)

v

Congelamento e armazenamento (- 20 °C)

Figura 2.1. Fluxograma do preparo dos sorvetes com transglutaminase.

Planejamento experimental

Os parametros testados no planejamento experimental para determinar as condigdes
otimas de realizagdo do experimento foram: concentragdo da transglutaminase, temperatura de
incubacdo e tempo de reacdo enzimatica. Para avaliar os efeitos e as interagdes dessas trés
variaveis, a metodologia de superficie de resposta foi utilizada através de um delineamento
central composto. As variaveis independentes: concentracdo da TG (X;), temperatura (x;) €
tempo de reagdo (x3), tiveram seus niveis codificados como -1, 0 e 1. Este delineamento foi
construido com base em um delineamento fatorial 3° (3 fatores e 3 niveis) com quatro
repeti¢des do ponto central para a estimativa do erro experimental, resultando num total de 18
experimentos, realizados aleatoriamente e em triplicata. A Tabela 2.1 mostra os fatores e os

niveis das variaveis utilizados no delineamento.
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Tabela 2.1. Variaveis independentes e seus niveis de variagdo estabelecidos pelo

planejamento experimental.

Niveis
Fatores -1,68 -1 0 1 1,68
Transglutaminase (U g proteina) 0,64 2 4 6 7,36
Temperatura (°C) 23,2 30 40 50 56,8
Tempo (minutos) 39,6 60 90 120 140,4

A medida do indice de consisténcia (Pa s") dos sorvetes submetidos ao tratamento
enzimatico foi a resposta (Y) escolhida para avaliar este estudo. Para estimar esta resposta,
um modelo empirico composto por um polindmio de segunda ordem foi construido conforme

Equagdo 1.

k k k-1 k

2 1

y:ﬁ0+2ﬂixi+2ﬁiixi +ZZﬂijxi‘xj+g ()
i=1 i=1 =l j>i

Sendo y: resposta estimada (variavel dependente),} o: constante do modelo, Bi: coeficientes

dos efeitos lineares, Pj: coeficientes dos efeitos quadraticos, Bj: coeficientes das interacdes

entre os fatores, Xjj, Xj: varidveis correspondentes aos fatores (variaveis independentes), e:

erro, k: nimero de variaveis consideradas, ; e;: fatores codificados do sistema.

Os coeficientes foram calculados por andlise de regressdo e a sua significancia foi
verificada pela analise de varidncia (ANOVA) com auxilio do software Statistic versao 8.0

(StatSoft Inc., Tulsa, OK, USA, 2007).
Comportamento reologico

O comportamento reoldgico dos sorvetes foi avaliado em redmetro rotacional com
cilindro concéntrico (Brookfield Engineering Laboratories model DV-III Ultra, Stoughton,
MA, USA) e spindle ULA. Os dados foram coletados através do software Rheocalc® 32
(versdo 2.5). O redmetro foi controlado termostaticamente por banho de dgua circulante (TE-
184, TECNAL, Brasil) a 4,0 £ 0,1 °C, e as amostras permaneceram em repouso por 15

minutos antes das analises. O modelo reoldgico Lei de Poténcia foi utilizado para descrever o
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comportamento de fluxo das amostras, ¢ o indice de consisténcia como parametro de

verificacao da alteracdo da viscosidade dos sorvetes tratados enzimaticamente (Equagao 2).

o =K(y)" )

Sendo o: tensdo de cisalhamento (Pa), K: indice de consisténcia (Pa s"), y: taxa de deformagao

(s™1), e n: indice de comportamento de fluxo (adimensional).

As medidas foram realizadas em triplicata e os dados foram avaliados pelo sofiware
Origin® versao 6.0 (Micronal Software Inc., Northampton, MA, USA, 2007). O teste de
Tukey foi aplicado quando verificada diferenca entre os valores ao nivel de 5% de

significancia.

Perfil de eletroforese (SDS-PAGE)

Para a confirmagdo da polimerizagdo das proteinas lacteas presentes nos sorvetes pela
acdo da TG, a eletroforese em gel de poliacrilamida foi utilizada seguindo metodologia
descrita por Laemmli (1970). Uma cuba vertical (Mini Protein System, Bio Rad Laboratories,
California, USA) com espagadores de 1 mm, e um sistema descontinuo composto por um gel
de empacotamento (3,5 %) ¢ um gel de separacao (12 %) foram utilizados para a identificagao
das proteinas polimerizadas. As amostras de sorvetes foram diluidas 1:6 com solugdo tampao
contendo Tris-HCI 0,015 M, glicerol 25 %, SDS 1 %, B-mercaptoetanol e azul de bromofenol
0,1%, pH 6,5. A eletroforese foi realizada com tampao de corrida composto por glicina (72 g
L"), Tris base (15 g L") e SDS (5 g L), pH 8,3. Apos a corrida, o gel foi revelado com o
corante Comassie Brilliant Blue a 1 % em uma mistura de metanol (45 %), acido acético
glacial (10 %) e 4agua ultra pura (45 %). Para a descolora¢do do gel, foi preparada uma
solugdo contendo metanol (50 %), acido acético glacial (10 %) e 4gua ultra pura (40 %) e, em
seguida uma solucdo de acido acético (7,5 %). As fracdes de proteinas foram identificadas
com marcador de massas molares (Natural Unstained Standards-Broad Range, Bio-Rad), de
6,400 a 200,000 g mol ™.

As amostras avaliadas foram: a) amostra controle; b) amostra que apresentou o maior

indice de consisténcia de acordo com o delineamento experimental, com tratamento térmico
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do leite antes da incubacdo com TG; c) amostra que apresentou o maior indice de consisténcia
de acordo com o planejamento experimental, sem tratamento térmico do leite antes da
incubacdo com TG. Esta Ultima amostra foi utilizada para analisar a influéncia da

desnaturacao das proteinas do soro de leite na atividade da TG.

3. Resultados e discussao

3.1. Planejamento experimental

Um delineamento central composto, analisado pela metodologia de superficie de
resposta, foi utilizado para avaliar os principais efeitos e interagdes dos fatores estudados:
influéncia da concentragdo da TG, temperatura de incubacdo e tempo de reagdo enzimatica
em amostras de sorvetes. Na Tabela 2.2 encontram-se os valores dos fatores e das respostas
experimentais e preditas do indice de consisténcia (K) obtidas pelo delineamento
experimental. Os valores dos fatores foram determinados através de estudos preliminares
(dados ndo apresentados). O indice de consisténcia foi utilizado como resposta deste estudo,
pois aumenta com a polimerizagdo das proteinas pela TG, devido aos polimeros de alta massa
molar formados durante a reagdo que ocasionam mudangas nas propriedades funcionais dos
produtos lacteos (HINZ et al., 2007). Além disso, estd correlacionado com a viscosidade
(WILCOX; SWAISGOQOD, 2002), aumento da textura, resisténcia ao derretimento ¢ maciez
dos sorvetes (KUS; ALTAN; KAYA, 2005).

Os valores preditos do indice de consisténcia estdo proximos dos valores
experimentais (Tabela 2.2), indicando que o modelo foi aplicavel. A resposta maxima
encontrada (K = 0,69 Pa s") foi obtida a uma concentragio de TG de 4 U g de proteina,
temperatura de 56,8 °C e tempo de reacdo de 90 minutos, indicando que nestas condi¢des a

polimerizagdo das proteinas lacteas do sorvete foi mais extensiva.
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Tabela 2.2. Delineamento central composto com as variaveis independentes ¢ suas respostas

experimentais e preditas.

Fatores indice de consisténcia (Pa s")

Transglutaminase Temperatura Tempo Experimental* Predito

Testes (U g™ proteina) (°C) (min)
1 2 30 60 0,29 £ 0,03 0,23
2 2 50 60 0,36 + 0,09 0,38
3 2 30 120 0,26 £ 0,04 0,28
4 2 50 120 0,35+ 0,04 0,40
5 6 30 60 0,26 £ 0,01 0,27
6 6 50 60 0,30+ 0,08 0,34
7 6 30 120 0,38 £ 0,06 0,42
8 6 50 120 0,32 £ 0,09 0,45
9 0,64 40 90 0,21 £0,05 0,22
10 7,36 40 90 0,40 £ 0,07 0,30
11 4 40 39,6 0,22 £ 0,09 0,25
12 4 40 140,4 0,50 £0,03 0,39
13 4 23,2 90 0,40 + 0,08 0,42
14 4 56,8 90 0,69 + 0,04 0,58
15 4 40 90 0,61 £0,06 0,57
16 4 40 90 0,58 £0,02 0,57
17 4 40 90 0,60 + 0,05 0,57
18 4 40 90 0,49 £ 0,05 0,57

*média dos valores + desvio padrao.

A andlise de varidncia (ANOVA) foi realizada para determinar a relagdo entre as
respostas e as varidveis significativas (Tabela 2.3) para obter a condi¢do 6tima da atividade da
TG. Estes resultados mostram que o modelo foi significativo (F = 4,11 e p < 0,05) ¢ o ajuste
do modelo com p > 0,05 indicou que o modelo quadratico esta ajustado, ou seja, valido para o
estudo. Os efeitos quadraticos dos fatores concentragdo de TG e tempo de reagdo foram
significativos (p < 0,05), no entanto, os efeitos da temperatura e a interagdo entre as variaveis
ndo foram significativos neste estudo. Estes mesmos fatores foram avaliados por Gauche et al.

(2008) na polimerizagdo das proteinas do soro de leite, utilizando delineamento central
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composto. Os autores observaram que o indice de consisténcia foi significativo para os trés
fatores estudados, obtendo resposta méxima com a concentracio de TG de 50 U g de
proteina, a 36 °C por 128 minutos de reacdo. Rodriguez-Nogales (2006) avaliou a temperatura
e o tempo do pré-aquecimento do leite de ovelha antes da adicdo da TG para aumentar a
atividade da enzima na polimerizagdo das proteinas lacteas. Ambos os fatores avaliados pela
analise de superficie de resposta foram significativos no estudo, sendo que a melhor resposta

foi obtida a 78 °C por 60 minutos de aquecimento.

Tabela 2.3. Resultados dos coeficientes de regressdo ¢ da analise de variancia do indice de

consisténcia dos sorvetes submetidos ao tratamento com transglutaminase.

Coeficientes Soma dos GL Quadrado

de regressdo quadrados médio i
Modelo 0,573896 0,337513 9 0,037501 4,11335 0,029458
(1) TG (U g") (L) 0,023394  0,007467 1 0007467 0,81900  0,391910
TG (Ug") (Q) -0,110819 0,154884 1 0,154884 16,98768 0,003337
(2) Tempo (min) (L) 0,041803  0,023845 1 0023845 2,61529  0,144500
Tempo (min) (Q) -0,091332 0,105202 1 0,105202 11,53856 0,009404

(3) Temperatura (°C) (L)  0,045966 0,028830 1 0,028830  3,16208  0,113257

Temperatura (°C) (Q) -0,025785 0,008385 1 0,008385  0,91968  0,365642
1L /2L 0,022500 0,004050 1 0,004050  0,44420  0,523852
1L /3L -0,022500 0,004050 1 0,004050  0,44420  0,523852
2L /3L -0,010000 0,000800 1 0,000800  0,08774  0,774609
Ajuste do modelo 0,063939 5 0,012788  4,262629 0,131187
Erro puro 0,009000 3 0,003000

Total SQ 0,359378 17

TG = concentragdo da transglutaminase; L = efeito linear; Q = efeito quadratico; GL = graus de liberdade.
Linhas em negrito correspondem os valores que apresentaram diferencas significativas (p < 0,05).

Os coeficientes de regressdo significativos foram negativos, indicando que uma

superficie de resposta com ponto de maximo foi obtida no delineamento experimental. Um
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modelo quadratico, construido através da analise de regressao, explicou a relagdo matematica

entre as variaveis independentes e a variavel resposta (Equacao 3).
K =0,573896 - 0,110819.TG? - 0,091332.t> (3)

Sendo K: indice de consisténcia (Pa s"), TG: concentracio da transglutaminase (U g de

proteina) e t: tempo de reagdo (minutos).

Para a representagdo grafica das funcgdes deste delineamento sdo utilizados graficos
que descrevem os efeitos individuais e cumulativos das variaveis testadas e seus efeitos na
resposta (PRAKASH; TALAT; HASAN, 2009). A Figura 2.2 apresenta o grafico de
superficie resposta (A - tridimensional) e o grafico de contornos (B - plano bidimensional) do

modelo de regressdo ajustado aos dados.

160

140

(sedM

TG (Ug")

Figura 2.2. Grafico de superficie resposta (A) e de contornos (B) e do indice de consisténcia
em relacdo a concentracdo da transglutaminase (U g') e tempo de reacdo (min), com

temperatura fixada em 40 °C.

Observou-se que a regido oOtima de atividade enzimatica da TG em sorvetes foi
encontrada na concentra¢io de 4 U g”' de proteina com 90 minutos de reacdo (Figura 2.2). O
indice de consisténcia aumentou progressivamente até a concentragio de 4 U g de proteina,
onde em concentracdes maiores que esta foi observado diminui¢do da resposta. Segundo

Lorenzen (2007) a diminui¢do do indice de consisténcia pode estar relacionada ao grau de
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polimerizagdo enzimatica, pois para ocorrer a reagdo, a TG dependente da disponibilidade dos
residuos reativos de glutamina localizados na superficie das proteinas. A molécula de x-
caseina ¢ a mais reativa entre as caseinas por estar localizada na superficie da micela, e possui
na sua composi¢do 14 residuos de glutaminas, mas apenas 4 sdo reativos para a TG
(BONISCH; HEIDEBACH; KULOZIK, 2008). A B-caseina, localizada no interior da micela,
apresenta estrutura aberta, desordenada e flexivel ficando acessivel ao ataque da TG
(RODRIGUEZ-NOGALES, 2006). Apresenta 5 residuos de glutamina reativos de um total de
21 residuos (CHRISTENSEN et al., 1996). As proteinas do soro também apresentam
limitados residuos de glutaminas disponiveis para a TG devido sua estrutura globular
compacta. A a-lactoalbumina, por exemplo, apresenta 6 residuos mas apenas 5 destes sdo
reativos para a TG. A disponibilidade dos residuos dependem da temperatura, pH e da
presenca ou auséncia de Ca™ (NIEUWENHUIZEN et al., 2003). A B-lactoglobulina possui 7
residuos de glutaminas, mas somente 4 destes sdo reativos (NIEUWENHUIZEN et al., 2004).

Assim, um nimero limitado de residuos de glutaminas reativos das caseinas e das
proteinas do soro estd disponivel para a TG. Concentragdes de TG superiores a 4 U g de
proteina podem ser maiores que as requeridas para a reacdo nos sorvetes, o que de acordo com
JONG; KOPPELMAN (2002), a saturagao do substrato protéico pode ocorrer e o excesso de
polimeros formados pode inibir o desenvolvimento uniforme da rede proteica, o que explica a
diminui¢do do indice de consisténcia nos sorvetes. Bonisch, Heidebach e Kulozik (2008)
estudaram o impacto da TG no processo de coagulacdo do leite e observaram que
concentragdes superiores a 5 U g foram maiores que as requeridas para a reagdo, pois

reduziram a agregacao das micelas de para-x-caseina diminuindo a elasticidade das amostras.

Adequacgado do modelo

A avaliagdo do modelo ¢ importante para assegurar que este forne¢a uma aproximacao
adequada dos resultados obtidos nas condigdes experimentais. Assim, a normalidade dos
dados, avaliada através do grafico de probabilidade normal dos residuos (Figura 2.3A),
mostrou que os pontos experimentais foram distribuidos normalmente ao redor da reta,
indicando que a suposi¢do da normalidade foi satisfeita. Um coeficiente de determinacio (R?)
de 0,85 foi obtido para este modelo, indicando um 6timo ajuste entre os valores observados e

os valores preditos da resposta. O grafico dos residuos padronizados versus os valores
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preditos (Figura 2.3B) demonstrou que os residuos foram distribuidos aleatoriamente em
torno do zero e nao apresentou valores discrepantes, pois todos os pontos ficaram dentro da
faixa aceita para validar o modelo (-3 e +3) (RORIZ et al., 2009). Assim, os resultados da

andlise de variancia foram validos, pois as suposi¢cdes do modelo foram atendidas.

A
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o
(=}

-3,0
-0,20 -0,15 -0,10 -0,05 0,00 0,05 0,10 0,15
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0,15
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[eXe)

0,00

-0,05 o
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o
o
o
o

-0,10

-0,15

-0,20
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Valores preditos

Figura 2.3. Valores observados versus residuos (A) e residuos padronizados versus valores

preditos (B) para o indice de consisténcia dos sorvetes com transglutaminase.
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3.2. Comportamento reoldgico

O modelo Lei de Poténcia foi utilizado para calcular o indice de consisténcia (K) e o
indice de comportamento de fluxo (n) das amostras de sorvetes controle (sem tratamento
enzimatico com TG) e da amostra que apresentou resposta maxima para o indice de
consisténcia no delineamento experimental (Tabela 2.4). O modelo se ajustou adequadamente
aos dados da curva da tensdo de cisalhamento versus a taxa de deformacdo para todas as

amostras (R*> 0,98).

Tabela 2.4. Parametros reoldgicos obtidos pelo modelo de Lei de Poténcia das amostras

submetidas ao tratamento com transglutaminase (4 U g, 56,8 °C e 90 min).

indice de Iindice de comportamento R’
Tratamento consisténcia (Pa s") de fluxo
Controle 0,29% + 0,05 0,91*+ 0,02 0,9938
Sorvete + 0,62+ 0,07 0,70° £ 0,08 0,9890

transglutaminase

Valores da coluna com a mesma letra nao diferem significativamente (p < 0,05) (teste de Tukey).

O valor do indice de consisténcia ¢ baseado na variacdo da taxa de deformacdo e
informa a viscosidade de um fluido (KARACA et al., 2009). Foi observado que a TG
interferiu no comportamento reoldgico das amostras de sorvetes aumentando o indice de
consisténcia, consequentemente, aumentando a viscosidade destes produtos (Tabela 2.4).

Todas as amostras apresentaram comportamento pseudoplastico (Figura 2.4). As
propriedades reologicas dos sorvetes sao geralmente descritas como pseudoplasticas (AIME
et al., 2001; GONZALES-TOMAS et al., 2008; SOUKOULIS; CHANDRINOS; TZIA, 2008;
KARACA et al., 2009) onde ha diminuicdo da viscosidade com o aumento da taxa de
cisalhamento (Figura 2.4B) (BRAUN; ROSEN, 2000). Esta diminui¢do ocorreu,
parcialmente, devido a agregacdo dos globulos de gordura que durante o cisalhamento
diminuem de tamanho e consequentemente a viscosidade dos sorvetes (NAZARUDDIN;
SYALIZA; ROSNANI, 2008).

O grau da caracteristica pseudoplastica ou dilatante de um fluido pode ser avaliado
através dos dados dos indices de comportamento de fluxo (n). No caso do sorvete submetido

ao tratamento enzimatico, houve um aumento das propriedades pseudoplasticas com o
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afastamento do indice de comportamento de fluxo do valor um. Este comportamento também
foi evidenciado por Gauche et al. (2008) com a polimerizagao das proteinas do soro de leite
pela acdo da TG. O favorecimento do comportamento pseudoplastico ocorreu, provavelmente,
devido aos polimeros de alta massa molar formados pela reagdo de liga¢do cruzada promovida
pela TG. Innocente, Comparin e Corradini (2002) afirmam que grandes polimeros, com o
aumento da taxa de cisalhamento, tendem a se desintegrarem e possivelmente alinharem-se ao

fluxo oferecendo menor resisténcia a este.

4,0+

w
(63}
1

w
o
1

N
[&)]
1

n
o
1

Tensao de cisalhamento (Pa s)

=
[&)]
1

10 — 7T T T ‘T ‘' T " T ' T ‘" T " 1
6 7 8 9 10 11 12 13 14
Taxa de deformagio (s")
B  30- o
i o
320 o
Co
@ 1 O
< O
3004 [C¢)
:%./ g,
2z ] o,
g 280
g |
(&}
§ 260
.% ...
2 "un
~ 240 ",
L L n, ..-.’ H
220 T T T T T T " T T T T T T 1
6 7 8 9 10 11 12 13 14

Taxa de deformagio (s'l)
Figura 2.4. Comportamento reologico das amostras submetidas ao tratamento com

transglutaminase (4 U g', 56,8 °C e 90 min). (m) sorvete controle; (o) sorvete com

transglutaminase.
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3.3. Perfil de eletroforese

As ligagdes cruzadas intra e intermoleculares formadas nas proteinas lacteas pela a¢ao
da TG foram confirmadas com o auxilio da eletroforese em gel de poliacrilamida na presenca
de dodecil sulfato de sodio (SDS-PAGE). Esta técnica ¢ considerada adequada para confirmar
a polimerizagao das proteinas, pois mostra a ocorréncia da polimerizacao através da formagao
de novas bandas de alta massa molar (PINTERITS; ARNTFIELD, 2008).

Através da andlise de eletroforese foi possivel observar que o tratamento enzimatico
promoveu o surgimento de novas bandas com altas massas molares (Figura 2.5, linha 3 ¢ 4).
A formagdo destas bandas foi acompanhada pela perda da intensidade das bandas de k- e B-
caseinas, indicando que os polimeros maiores foram formados via polimerizacdo das
proteinas de baixo peso molecular, como confirmado por Sharma, Lorenzen e Qvist (2001) e
Moon et al. (2008). As fragdes de caseinas sao consideradas bons substratos para a TG devido
ao baixo grau de sua estrutura terciaria, flexibilidade, arranjo espiral e auséncia de ligagao
dissulfeto na B-caseina, deixando os grupos reativos expostos para TG (OZRENK, 2006).

Em relagdo as proteinas do soro, a banda da o-lactoalbumina sofreu maior
enfraquecimento do que a banda da B-lactoglobulina. Estas proteinas tendem a formar
ligacdes cruzadas menos eficientes que as caseinas, pois sua estrutura globular compacta ¢
mais estdvel e possui muitas ligagdes dissulfeto que dificultam a a¢do da enzima (BONISCH
et al., 2007). Contudo, a polimerizagdo destas proteinas foi mais perceptivel na amostra em
que foi realizada a etapa de pré-aquecimento do leite, demonstrando que a desnaturacio das

proteinas do soro facilitou a formagao dos polimeros (Figura 2.5, linha 3).
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Figura 2.5. Perfil de SDS-PAGE das amostras de sorvetes. Linha 1: marcador de massa
molar; linha 2: amostra controle (sem TG); e linha 3: amostra de sorvete com TG e com pré-
tratamento térmico do leite; linha 4: amostra de sorvete com TG sem pré-tratamento térmico

do leite (4 U g proteina, 90 minutos de reagio a 40°C).

4, Concluséao

A aplicacdo da metodologia de superficie de resposta foi eficaz na otimizag¢do dos
pardmetros para a atividade da TG em sorvetes. O tratamento enzimatico aumentou
consideravelmente o indice de consisténcia, alcangando valor maximo a uma concentragao de
TG em 4 U g proteina com 90 minutos de reacdo enzimatica. Este aumento, bem como o
aumento das propriedades pseudoplésticas em relacdo a amostra controle, foi ocasionado
pelos polimeros de alta massa molar formados durante a reacdo de ligacdo cruzada. Estes
polimeros foram confirmados com auxilio da eletroforese, onde demonstrou que a k-caseina
foi mais susceptivel ao ataque da TG do que as proteinas do soro de leite em sorvetes. Estes
resultados demonstraram que a TG pode melhorar as propriedades funcionais dos sorvetes,
sendo que poucas ligagdes cruzadas sdo necessarias para alcangar resultados adequados.
Portanto, a regulagcdo grau de polimerizacao € crucial quando se pesquisa a funcionalidade da

proteina.
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Caracterizacao de sorvetes com diferentes teores de gordura e com

transglutaminase microbiana

Resumo

Este estudo avaliou os efeitos da enzima transglutaminase microbiana (TG)
(Streptoverticillium mobaraense) nas propriedades de sorvetes com diferentes concentragdes
de gordura. A TG foi adicionada na concentra¢io de 4 U g' e a caracterizacio fisico-quimica,
capacidade de incorporacao de ar, coalescéncia da gordura, comportamento de derretimento e
reologico, textura e andlise da cor foram avaliados. A TG se mostrou efetiva no controle das
propriedades dos sorvetes, proporcionando maior capacidade de incorporagdo de ar, maior
coalescéncia da gordura e resisténcia ao derretimento em relacdo as amostras controle (sem
TG), devido a formacao de uma rede proteica mais coesa, aumentando assim, a estabilidade
dos sorvetes. Em relacdo aos parametros reoldgicos, verificou-se que a enzima promoveu o
aumento do indice de comportamento de fluxo e as propriedades pseudoplasticas das
amostras. A firmeza dos sorvetes foi diminuida com a TG e foi inversamente proporcional ao
conteudo de gordura. Este estudo mostrou ainda que a enzima diminuiu os parametros de cor
a e b, e aumentou os valores de L. A elaboragdo de sorvetes com 4 ¢ 6 % de gordura
submetidos ao tratamento enzimatico levou a formacdo de um produto com caracteristicas
semelhantes ao sorvete elaborado com 8 % de gordura, demonstrando que a TG pode ser

empregada para substituir parcialmente a gordura em sorvetes.

Palavras-chave: sorvete, transglutaminase, redug¢ao de gordura, reologia.
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1. Introducgéo

Sorvetes sdo sistemas coloidais complexos, contendo na fase congelada: cristais de
gelo, bolhas de ar, globulos e agregados de gorduras parcialmente coalescidos, todos em fases
descontinuas envolvidas por uma matriz continua ndo congelada de agtcares, proteinas, sais,
polissacarideos e 4agua (GOFF, 2002). Contém elevada concentragdo de gordura,
aproximadamente 10 % (METWALLY, 2007), sendo que essa gordura ¢ considerada um
ingrediente multifuncional no sistema influenciando na cremosidade (KOXHOLT;
EISENMANN; HINRICHS, 2001), textura, sensacao de lubricidade (ADAPA et al., 2000),
cor e sabor desses produtos (LI et al., 1997; GONZALEZ-TOMAS et al., 2008). Contribuem
com as propriedades dos sorvetes durante o congelamento e batimento, especialmente através
da formacao da rede tridimensional parcialmente coalescida de globulos de gordura (GOFF,
1997b). Parte desses globulos envolve as bolhas de ar, estabilizando a fase gasosa, sendo que
o aumento dos niveis da agregacdo da gordura melhora a resisténcia do sorvete ao
derretimento (GRANGER et al., 2005) e a recristalizacdo do gelo (GOFF, 2002).

As proteinas do leite presentes nas formulagdes do sorvete emulsionam a gordura e
contribuem para a coalescéncia parcial e formacao da estrutura da gordura. S3o adsorvidas na
interface ar, conduzindo a um aumento da aeragdo e da estabilidade da espuma. As proteinas
que ndo estdo presentes nessas interfaces contribuem para o aumento da viscosidade e da
textura dos sorvetes (VEGA; GOFF, 2005).

A formagao da estrutura do sorvete ¢ dificultada quando o teor de gordura ¢ diminuido
(MARSHALL; GOFF; HARTEL, 2003). Os atributos referentes a qualidade como
viscosidade, cristalizacdo do gelo, firmeza, derretimento e flavor sdo afetados (EL NAGAR et
al., 2002). Quando os componentes gordurosos sdo reduzidos, freqlientemente sao
substituidos por outros que possam satisfazer as mesmas propriedades funcionais das
gorduras ¢ mantendo as qualidades organolépticas do produto (DEVEREUX et al., 2003;
BENJAMINS et al., 2009). Diversos substitutos de gordura sdo utilizados principalmente a
base de carboidratos e proteinas (CHUNG; HEYMANN; GRUN, 2004; AYKAN; SEZGIN;
GUZEL-SEYDIM, 2008; AKALM; KARAGOZLU; UNAL, 2008). Contudo, pouca atengio
¢ dada as enzimas, especialmente a transglutaminase (TG), que possui alta afinidade com as
proteinas lacteas, modificando suas propriedades funcionais. A TG ¢ afirmada como GRAS

(Generally Recognized As Safe) pelo o6rgdo Food and Drug Administration (FDA, 2010) e
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segundo Motoki e Seguro (1998) e Yokoyama, Nio e Kikuchi (2004), mostra ser uma
excelente substituta da gordura em sorvetes.

A TG microbiana (EC 2.3.2.13) ¢ uma enzima que catalisa uma reagdo de
transferéncia entre os grupos acil e y-carboxiamida dos peptideos ligados aos residuos de
glutamina e os grupos aminos primarios em uma variedade de componentes amino
(MOTOKI; SEGURO, 1998; AKTAS; KILIC, 2005, TRESPALACIOS; PLA, 2007). Pode
modificar as propriedades funcionais dos alimentos protéicos através da incorporagdo de
aminas, ligacdes cruzadas e desaminacdo (LORENZEN, 2007; TRESPALACIOS; PLA,
2007). A afinidade da TG pelos diferentes tipos de proteinas depende da distribuicdo de
residuos de glutaminas bem como da estrutura secundaria e terciaria das proteinas, sendo que
sua estrutura ¢ estabilizada pela forte polimerizacdo covalente e-(y-glutamil)lisina entre as
cadeias peptidicas (IONESCU et al., 2008). Dentre as proteinas do leite, presentes nas
formulagdes de sorvetes, a k- e a PB-caseina sdo as mais susceptiveis ao ataque da TG
(LORENZEN, 2007). As proteinas do soroo -lactoalbumina e B-lactoglobulina, geralmente
necessitam de tratamentos prévios, como aquecimento, para proporcionar sua desnaturagdo e
aumentar a interagdo com as micelas de caseinas, como conseqiiéncia, aumentar a
susceptibilidade das proteinas a reagao com a TG (RODRIGUEZ-NOGALES, 2006).

O objetivo deste estudo foi avaliar os efeitos da adicdo da enzima TG microbiana
(Streptoverticillium mobaraense) mnas propriedades funcionais (comportamento de
derretimento, desestabilizacdo da gordura e incorporagdo de ar) e reoldgicas de sorvetes

elaborados com diferentes teores de gordura.

2. Material e métodos

2.1. Material

Para a formulagdo base de cada amostra de sorvete foram utilizados: leite bovino
pasteurizado integral (1 L), sacarose (250 g), leite em p6 (100 g), emulsificante Emustab®
(Duas Rodas, Jaragua do Sul, SC, Brazil) (10 g) e estabilizante Super Liga Neutra® (Duas
Rodas, Jaragud do Sul, SC, Brazil) (10 g). O creme de leite foi adicionado apenas nas
amostras S6 e S6-TG (240 g) e nas amostras S8 e S8-TG (480 g). A enzima transglutaminase

microbiana, contendo lactose e maltodextrina, foi gentilmente fornecida pela Ajinomoto no
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Brasil (Ajinomoto, Sao Paulo, SP, Brasil). A transglutaminase apresentou atividade
enzimatica média de 100 U g (dado fornecido pela industria) e foi utilizada na sua forma
original, sem qualquer purificacdo. Todos os reagentes utilizados para as andlises foram de
qualidade analitica p.a.

Foram elaboradas secis diferentes formulagdes de sorvetes. As amostras foram
codificadas como: sorvete com 4 % de gordura sem TG (S4) e com TG (S4-TG); sorvete com
6 % de gordura sem TG (S6) e com TG (S6-TG); e sorvete com 8 % de gordura sem TG (S8)
e com TG (S8-TG).

2.2. Métodos

Polimerizagdo enzimatica e preparagdo dos sorvetes

O leite foi submetido ao tratamento térmico de 78 = 1 °C por 15 minutos para a
desnaturacdo das proteinas do soro de leite. Apos o resfriamento (25 °C), a TG foi adicionada
no leite, antes da mistura dos ingredientes. Sua concentracdo foi calculada considerando o teor
de proteina do sorvete, quantificado pelo método de Kjeldahl (AOAC, 2005). As condic¢des de
atividade enzimatica foram: 4 U g proteina, 40 °C com 90 min de reac¢do. Ap0s a incubacio
da TG, a enzima foi inativada utilizando temperatura de 80 °C por 2, conforme descrito por
Rodriguez-Nogales (2006).

Os ingredientes, com exce¢ao do emulsificante, foram misturados e pasteurizados a 85 +
2 °C por 15 min com agitacdo constante formando a calda. Apds a pasteurizagdo, esta foi
resfriada rapidamente até 50 °C e homogeneizada por 3 minutos. Em seguida, foi maturada a 4
+ 1 °C por 24 horas. Posteriormente, foi adicionado o emulsificante e realizado o batimento
(Bellagio, Britania, Curitiba, PR, Brasil) a 815 rpm, 4 °C durante 5 minutos. O congelamento
foi realizado em freezer vertical (CVU30, Consul, Whirlpool S.A., Sao Paulo, Brasil) a -20 + 1
°C e o sorvete foi estocado nesta condicao até a realizagao das analises. As amostras S4, S6 ¢
S8 foram elaboradas seguindo o mesmo procedimento descrito acima, porém sem adicdo da

TG.
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Caracterizagdo fisico-quimica

Para a caracterizagdo fisico-quimica foram determinados o pH, teor de gordura pelo
método de Soxhlet, proteinas através do método de Kjeldahl, acucares totais por titulacdo,

cinzas e sélidos totais por método gravimétrico (AOAC, 2005).
Andlise de incorporagdo de ar

A quantidade de ar incorporado nos sorvetes foi avaliada através da média do peso do
sorvete (m;) e o peso da calda (m;), a um volume costante (WILDMOSER; SCHEIWILLER;
WINDHAB, 2004). A porcentagem de incorporacdo de ar foi calculada seguindo a seguinte
Equacao 1.

ma -mMy

IC = x 100 (1)

my
Desestabiliza¢do da gordura

A desestabilizacdo da gordura dos sorvetes foi determinada conforme metodologia
proposta por Goff e Jordan (1989). Os sorvetes foram diluidos 500 vezes com dgua destilada e
deionizada, e em seguida, centrifugados por 5 minutos a 1000 rpm (Jaetzki K24, Jena,
Alemanha). As absorbancias foram medidas apds 10 minutos em espectrofotdometro em 540
nm (Hitachi U2010, Tokyo, Japao). A dgua destilada e deionizada foi utilizada como branco.

A desestabilizagcdo da gordura foi calculada seguindo a Equacao 2.

% desestabilizacdo da gordura = % X 100 (2

Sendo A;: absorbancia do sorvete diluido centrifugado; e A,: absorbancia do sorvete diluido

sem ser centrifugado.
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Comportamento de derretimento

O comportamento de derretimento das amostras de sorvetes foi avaliado de acordo
com a metodologia descrita por Lee e White (1991), em temperatura de 25 £ 1 °C (ambiente).
O sorvete foi colocado em um suporte com porosidade de tamanho 10 mesh e o filtrado foi
transferido para um frasco graduado. O peso do sorvete derretido foi avaliado em intervalos

de 10 minutos e o seu percentual calculado e representado graficamente em fun¢ao do tempo.
Comportamento reologico

O comportamento reoldgico dos sorvetes foi avaliado em redmetro rotacional com
cilindro concéntrico (Brookfield Engineering Laboratories model DV-III Ultra, Stoughton,
MA, USA) e spindle ULA. Os dados foram coletados através do software Rheocalc® 32
versao 2.5 (Brookfield Engineering Laboratories, Inc., Middleboro, MA, USA). O redmetro
foi controlado termostaticamente por banho de agua circulante (TE-184, TECNAL, Brasil) a
4,0 £ 0,1 °C, e as amostras permaneceram em repouso por 10 minutos antes das andlises. O
comportamento de fluxo das amostras foi avaliado através do aumento linear da taxa de
deformacgao de 19,6 a 67,3 s nos primeiros 20 minutos e retornou para 19,6 s nos 20
minutos seguintes. O modelo reoldgico Lei de Poténcia foi utilizado para descrever o
comportamento de fluxo e o indice de consisténcia das amostras de sorvetes tratados
enzimaticamente (Equacao 3). A viscosidade aparente das amostras de sorvetes em funcao do

tempo de cisalhamento foi avaliada sob taxa de cisalhamento constante de 20 s™.

c =K(¥)" 3)

Sendo o©: tensdo de cisalhamento (Pa); K: indice de consisténcia (Pa s"); y: taxa de

deformagio (s); e n: indice de comportamento de fluxo (adimensional).
Os dados reoldgicos tempo-dependentes foram ajustados através do Modelo de
Weltmann (1943) (Equagdo 4) a uma taxa de deformagdo média de 18 s durante 70 minutos,

com o objetivo de caracterizar o comportamento tixotropico das amostras de sorvetes.

6 = A+ Blogt 4)
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Sendo o: tenfo de cisalhamento (Pa); A: tensdo inicial requerida (Pa); B: coeficiente de

ruptura tixotropica (Pa); e t: tempo (s).

Medidas de textura

As medidas de textura foram avaliadas com auxilio do texturometro TA-XTplus
Texture Analyser (Stable Micro Systens, Godalming, Surrey, UK) e software Exponent 32
(Stable Systens, versdo 4.0.13.0, 2007). As amostras foram mantidas em recipiente de 80 mL
e armazenadas a temperatura de -20 £ 1 °C até o momento da analise. Para cada amostra, seis
medidas foram realizadas usando um corpo de prova cilindrico (PL 0,5) de poliacetal Delrin
de 12 mm de didmetro acoplado a um peso de 50 Kg. A profundidade de penetracido no centro
geométrico das amostras foi de 35 mm e a velocidade de 2,0 mm s”. A firmeza (g) foi

determinada através do pico da forca de compressao durante a penetragdo na amostra.

Analise de cor

A cor das amostras de sorvetes armazenados a -20 + 1 °C durante 1 més foi medida no
colorimetro Chroma Meter CR-400 (Konica Minolta, Osaka, Japao). Os parametros
registrados foram a (componente vermelho - verde), b (componente amarelo - azul) e L

(luminosidade).

Andlise estatistica

A andlise estatistica dos dados foi realizada através da Andlise de Varidncia das
médias dos valores obtidos e analisados pelo software Statistica® (versio 8.0, StatSoft Inc.,
Tulsa, OK, USA, 2007). O teste de Tukey foi aplicado quando verificada diferenca entre os
valores ao nivel de 5% de significAncia. Os modelos reoldgicos foram avaliados no software
OriginLab® (versdo 6.0, Microcal Software Inc., Northampton, MA, USA, 2007). Todas as
analises foram realizadas em triplicata. As analises fisico-quimicas, de incorporagdo de ar,
desestabilizacdo da gordura, comportamento de derretimento, reoldgicas e textura foram

avaliadas pela Anélise de Componentes Principais (ACP), ap6s a ANOVA.
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3. Resultados e discussao

3.1. Caracterizagao fisico-quimica

Os resultados referentes a caracterizagao fisico-quimica das amostras de sorvetes sdo
mostrados na Tabela 3.1. A adicdo da TG nao alterou significativamente (p<0,05) a
composicao dos sorvetes. A concentragao de gordura nas amostras S4 e S4-TG foi em média

4,23 %, nas amostras S6 ¢ S6-TG 6,5 % ¢ nas amostras S8 ¢ S8-TG 8,51 %.

Tabela 3.1. Caracterizacao fisico-quimica das amostras de sorvetes.

S4 S4-TG S6 S6-TG S8 S8-TG

Proteina (% m/m) 3,82 3,91 3,83 3,91 3,87 3,84
+0,14 +0,02 +0,05 + 0,08 +0,01 + 0,09
Gordura (% m/m) 4,14 4312 6,49 6,51° 8,55° 8,47°
+0,11 +0,02 +0,01 +0,28 +0,12 +0,08
Agucar total (%o m/m) 22,39 22,57° 22,48 21,56  2237° 21,65
+0,49 +0,24 +0,42 +0,32 +0,51 +0,11
Solidos totais (% m/m) 33,18 33,32% 33,17  33,30°  33,19° 3327
+0,08 +0,03 +0,01 + 0,04 +0,05 + 0,04
Umidade (% m/m) 66,82°  66,68°  66,83"  66,70°  66,81° 66,73
+0,08 +0,03 +0,01 + 0,04 +0,05 +0,04
Cinzas (% m/m) 0,94 0,96 0,89 0,98 0,90 0,88
+0,01 + 0,04 +0,02 +0,02 +0,02 +0,01
pH 6,94 6,96 7,00 6,83 6,89 7,00
+ 0,06 +0,00 +0,01 +0,23 +0,13 +0,01

*Qs valores correspondem as médias dos valores obtidos em triplicata seguidos pelo desvio padrio.

**Valores ndo distribuidos com mesma letra (linha) sdo significativamente diferentes (p<0,05) (teste de Tukey).
*** sorvete com 4 % de gordura sem TG (S4) e com TG (S4-TG); sorvete com 6 % de gordura sem TG (S6) e
com TG (S6-TG) sorvete com 8 % de gordura sem TG (S8) e com TG (S8-TG).

3.2. Andlise da incorporacao de ar e de desestabilizacao (coalescéncia) da gordura

A incorporagdo de ar durante o processamento do sorvete refere-se ao aumento do
volume do produto em relacdo a calda. (NAZARUDDIN; SYALISA; ROSNANI, 2008;

CRUZ et al., 2009). As bolhas de ar formadas sdo envolvidas por gorduras e por proteinas
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lacteas e definem a estrutura do produto final, proporcionando ao sorvete maior estabilidade a
espuma, textura e porcentagem de derretimento (SOFJAN; HARTEL, 2004; SOUKOULIS;
CHANDRINOS; TZIA, 2008; CRUZ et al., 2009; AKHTAR et al., 2009). Neste estudo,
observou-se que a quantidade de ar incorporado nas amostras variou de 39,13 a 107,15 %
dependendo da composi¢do (Tabela 3.2). Foi obtida uma maior incorporagdo na amostra
contendo 4 % de gordura e submetida ao tratamento enzimatico com TG (S4-TG), seguida
pelas amostras S6-TG (63,86 %) e S8-TG (49,90 %). Em geral, a adi¢do da TG aumentou a
quantidade de ar incorporado nos sorvetes em comparagdo as suas amostras controles (sem
TG), sendo que a amostra S4-TG, que apresentava a menor concentragdo de gordura,
apresentou valores significativamente maiores que as amostras controle S6 e S8, que
apresentavam teor de gordura mais elevado. Segundo Faergemand et al. (1999), a TG
polimeriza as caseinas através de ligacdes covalentes e intermoleculares, tornando-se capaz de
estabilizar emulsdes e espumas. Assim, a formagdo dos polimeros de caseinas, como
mostrado na Figura 2.5 do Capitulo 2, envolvendo as bolhas de ar foi, provavelmente,
responsdvel pelo aumento do volume e estabilizacdo do ar incorporado nas amostras de
sorvetes.

Além disso, foi observada a diminuicao significativa (p<0,05) na incorporag¢ao de ar
conforme o aumento da concentragdo de gordura. A relagdo inversa entre o conteudo de
gordura e a incorporacdo de ar em sorvetes também foi observada por Adapa et al. (2000) e
por Alamprese et al. (2002). O aumento do teor de gordura pode ter diminuido a capacidade
de incorporagdo de ar por ser um componente de maior viscosidade, o que pode impossibilitar
a incorporagdo de ar no sorvete. Segundo Stanley, Goff e Smith (1996), sistemas de alta
viscosidade ndo favorecem a formagdo da espuma, mas favorecem a estabilidade dessas
espumas.

O tempo de batimento, 5 minutos, empregado durante o processo de elaboracdo do
sorvete também pode ter influenciado na diminui¢ao da quantidade de ar nas amostras com
concentragdes maiores de gordura. No estudo realizado por Adapa et al. (2000), foi observada
uma maior incorporagdo na amostra de sorvete contendo 6 % de gordura, seguida pelas
amostras apresentando 12 e 8 % de gordura, quando foi realizado o batimento da calda por 4
minutos. Contudo, ao utilizar o batimento por 8 e 12 minutos, ndo foi observada diferenga
significativa entre as amostras com teor de 6 e 12 % de gordura.

Segundo a Resolucdo RDC n° 266, de 22 de setembro de 2005, os sorvetes podem

apresentar densidade aparente minima de 475 g L™, ou seja, podem conter no maximo 110 %
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de ar incorporado no produto (BRASIL, 2005b). Assim, os sorvetes elaborados com e sem
TG e com diferentes concentragdes de gordura encontraram-se dentro do preconizado pela

legislacdo brasileira em vigor.

Tabela 3.2. Efeito da adigdo da transglutaminase nos parametros de incorporagdo de ar € na

desestabilizacdo da gordura das amostras de sorvetes.

Tratamentos Incorporacao de ar (%) Coalescéncia da gordura (%o)
S4 67,19+ 1,77 21,83+ 0,36
S4-TG 107,15°+ 0,92 37,94° + 0,23
S6 58,06° +2,03 48,81°+ 0,55
S6-TG 63,86° + 1,56 54,77+ 0,18
S8 39,13°+ 1,20 79,45° + 0,50
S8-TG 47,90+ 1,76 91,95"+ 0,57

*Qs valores correspondem as médias dos valores obtidos em triplicata seguidos pelo desvio padréo.

**Valores ndo distribuidos com mesma letra (coluna) sdo significativamente diferentes (p<0,05) (teste de
Tukey).

*** sorvete com 4 % de gordura sem TG (S4) e com TG (S4-TG); sorvete com 6 % de gordura sem TG (S6) e
com TG (S6-TG) sorvete com 8 % de gordura sem TG (S8) e com TG (S8-TG).

O método espectroturbiométrico foi utilizado para confirmar a diferenca na
desestabilizacdo da gordura em sorvetes produzidos com TG e redugdo de gordura. A
desestabilizacdo da gordura, referente ao processo de coalescéncia parcial da gordura,
aumentou significativamente (p<0,05) nos sorvetes que foram submetidos ao tratamento
enzimatico com TG (Tabela 3.2). Foi observada maior coalescéncia na amostra S8-TG (91,95
%) e valores mais baixos na amostra S4 (21,83 %).

A gordura no sorvete, recoberta por uma camada de proteinas e emulsificantes
(AKHTAR et al., 2009), na forma parcialmente coalescida influencia na qualidade do sorvete,
contribuindo principalmente na textura, no corpo (ADAPA et al., 2000; GOFF, 2006) e na
estabilizacdo da estrutura das bolhas de ar e da espuma (GRANGER et al., 2005; ZHANG;
GOFF, 2005). Em estudo realizado por Metwally (2007), a TG, através da polimerizagao das
proteinas do soro de leite e das caseinas presentes nos globulos de gordura, aumentou as
propriedades de coesdo das membranas das bolhas de ar e a aderéncia do filme adsorvido dos
glébulos de gordura. Esta acdo juntamente com a maior concentragdo de gordura, foi,
provavelmente, a responsavel pelo aumento da porcentagem de gordura coalescida nas

amostras de sorvetes tratadas enzimaticamente com TG.
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Segundo Segall e Goff (2002), os fatores que afetam a incorporagdo de ar também
afetam a coalescéncia dos globulos de gordura durante o congelamento. Contudo, ao
comparar os resultados da andlise de coalescéncia da gordura com os da andlise de
incorporagdo de ar, observou-se, no geral, que quanto maior o grau de coalescéncia da
gordura menor foi a porcentagem de bolhas de ar incorporadas nos sorvetes. De acordo com
Tong, Jordan e Houghton (1984) e Goff e Jordan (1989), este resultado pode acontecer
quando a coalescéncia ocorre muito cedo no processo de congelamento, antes de certa
viscosidade ser atingida. Como consequéncia, as bolhas de ar podem se romper dificultando o
desenvolvimento de uma incorporacdo de ar adequada. No presente estudo, a etapa de
congelamento foi realizada de forma mais lenta e ndo concomitantemente com o processo de
batimento, como ¢ frequentemente realizada em escala industrial, o que pode ter ocasionado a
relacdo inversa entre a coalescéncia da gordura com a quantidade de ar incorporado no
produto.

A porcentagem de gordura coalescida varia consideravelmente em sorvetes, sendo
afetada principalmente pela formulagdo e processo de fabricagdo desses produtos (GOFF,
1997b; BOLLIGER et al., 2000; OZDEMIR et al., 2008; HWANG; SHYU; HSU, 2009).
Metwally (2007) relatou uma coalescéncia da gordura de 82 e 3,5 % em sorvetes com 10 e 5
% de gordura, respectivamente, ambos submetidos ao tratamento com TG. Innocente,
Comparin e Corradini (2002) encontraram valores de 61 e 66 % de gordura coalescida em
sorvete experimental com peptona proteose € em sorvete comercial com mono e diglicerideo,
respectivamente. Contudo, o sorvete produzido sem a presenca de emulsificante apresentou
apenas 20 % de gordura coalescida. Whelan et al. (2008) observaram que a substituicdo de
parte da sacarose pelos adocantes comerciais tagatose, eritriol e trealose em diferentes
proporgdes, juntamente com maltitol e polidextrose, ndo ocasionaram mudangas significativas
nos valores da desestabilizagdo da gordura, ficando esta em torno de 50 %. Adapa et al.
(2000) wverificaram que sorvetes contendo maior concentragdo de gordura (12 %)
apresentaram maior porcentagem de desestabiliza¢cdo em relagdo as amostras apresentando 8 e

4 % de gordura.

3.4. Comportamento de derretimento

A Figura 3.1 apresenta a porcentagem das amostras de sorvetes derretidas a 25 °C em

funcdo do tempo. Observou-se que a TG conferiu maior estabilidade as amostras,
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proporcionando maior resisténcia ao derretimento em relacdo aos sorvetes controle (sem
adicdo de TG), apresentando a maior diferenca entre as amostras S4 e S4-TG. Isto
demonstrou que a polimerizagdo das proteinas lacteas pela acdo da TG pode auxiliar na
estabilidade dos sorvetes, principalmente quando a gordura ¢ reduzida na formulagdo,
mostrando ser uma boa substituta da gordura nestes produtos.

Os sorvetes com maiores concentragdes de gordura apresentaram maior resisténcia ao
derretimento (Figura 3.1) (KOXHOLT; EISENMNN; HINRICHS, 2001; ALAMPRESE et
al., 2002; SEGALL; GOFF, 2002; GRANGER et al., 2006; KARACA et. al., 2009). A
amostra S8-TG apresentou maior resisténcia seguida pela amostra S8 e S6-TG. A amostra de
sorvete com a menor concentracdo de gordura e sem ser submetida a TG (S4) foi a que
derreteu mais rapidamente. Este resultado est4d de acordo com a anélise de desestabilizacdo da
gordura, pois a amostra que apresentou maior desestabiliza¢ao (S8-TG) foi aquela que obteve
a menor porcentagem de sorvete derretido ao longo do tempo. Segundo Cruz et al. (2009), o
tempo de derretimento do sorvete esta relacionado com sua estabilidade apds a incorporagao
de ar e indica a extensdo da estabilizacdo e da coalescéncia parcial da gordura. Além disso, o
aumento de gordura coalescida proporciona maior resisténcia ao fluxo da fase liquida
acarretando no seu derretimento mais lento (MUSE; HARTEL, 2004).

Em temperatura ambiente, observa-se no sorvete o seu derretimento € o colapso da
estrutura da espuma estabilizada pela gordura (NAZARUDDIN; SYALISA; ROSNANI,
2008). O derretimento envolve tanto o aquecimento quanto o fendmeno de transferéncia de
massa. O aquecimento gradual ocorre da regido externa para o interior do sorvete causando o
derretimento dos cristais de gelo. A fase liquida produzida ¢ difundida juntamente com a fase
continua descongelada (mais viscosa) e comeca fluir, devido a gravidade, por meio da
estrutura complexa da espuma do sorvete (MUSE; HARTEL, 2004; SOUKOULIS;
CHANDRINOS; TZIA, 2008) A TG, devido sua capacidade de polimerizar as proteinas
lacteas formando uma rede proteica mais coesa, possui a habilidade de estabilizar os glébulos
de gordura afetando significativamente o comportamento de derretimento dos sorvetes. A
Figura 3.2 ilustra o derretimento das amostras de sorvetes no momento inicial (0 minutos),

apo6s 30 e 60 minutos.
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Figura 3.1. Comportamento de derretimento das diferentes formulagdes de sorvetes.

*(o) sorvete com 4 % de gordura (S4); (m) sorvete com 4 % de gordura com TG (S4-TG); (A) sorvete com 6 %
de gordura (S6); (A) sorvete com 6 % de gordura com TG (S6-TG); (0) sorvete com 8 % de gordura (S8); (e)
sorvete com 8 % de gordura com TG (S8-TG).

Viérios trabalhos tém demonstrado que as propriedades de derretimento dos sorvetes
representam um parametro critico de desempenho do produto, sendo afetadas por varios
fatores e ingredientes (INNOCENTE; COMPARIN; CORRADINI, 2002; MUSE; HARTEL,
2004). Goh, Ye e Dele (2006) relataram que a adi¢dao de 6leo de linhaga em concentragdes de
6, 9 e 12 % aumentou consideravelmente a porcentagem de derretimento dos sorvetes, quando
comparado com amostra com concentra¢ao inferior a 4 %. Em estudo realizado por El Nagar
et al. (2002), foi observado que o aumento da concentracdo de inulina em sorvetes com
iogurte reduziu significativamente a porcentagem de derretimento. Contudo, Akalm,
Karagdzlii e Unal (2008) observaram os sorvetes apresentando diminui¢io de gordura
contendo inulina derreteram mais rapidamente em relagdo ao sorvete regular, entretanto,
quando foi utilizada proteina isolada de soja o resultado foi o inverso. Li et al. (1997)
relataram que sorvetes com alto teor de solidos totais do leite (39 %) derreteram mais

rapidamente do que aqueles com baixo conteudo de solidos totais.
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S6-TG

S8

S8-TG

Figura 3.2. Ilustragdo do comportamento de derretimento apés 0, 30 e 60 minutos de

exposicao das amostras de sorvete a temperatura ambiente (25 °C).
*sorvete com 4 % de gordura sem TG (S4) e com TG (S4-TGQG); sorvete com 6 % de gordura sem TG (S6) e com
TG (S6-TG) sorvete com 8 % de gordura sem TG (S8) e com TG (S8-TG).
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3.5. Perfil reologico

Na Tabela 3.3, encontram-se os dados da viscosidade aparente, indice de consisténcia
e indice de comportamento de fluxo das amostras de sorvetes elaborados com diferentes
teores de gordura e submetidos ao tratamento com TG. Estes parametros foram obtidos
através o modelo reoldgico Lei de Poténcia das curvas ascendentes (aumento da taxa de
deformacdo) e descendentes (diminuicao da taxa de deformacdo), pois apresentou os maiores
coeficientes de determinacio (R*>0,99).

A viscosidade ¢ um parametro muito importante para os sorvetes, uma vez que
proporciona corpo e textura desejavel a esses produtos (INNOCENTE; COMPARIN;
CORRADINI, 2002; PARK et al.,, 2006; OZDEMIR et al., 2008), sendo influenciada
principalmente pela gordura e pela estrutura das proteinas (LIM et al., 2008). Observou-se
que a viscosidade aparente, obtida tanto na curva ascendente quanto na curva descendente,
avaliada sob taxa de deformacdo constante de 20 s™ a 4 °C, foi influenciada pelo tratamento
enzimatico com TG e pelo contetido de gordura (Tabela 3.3, Figura 3.3).

Todas as amostras com TG apresentaram valores de viscosidade aparente
significativamente maiores em comparagdo as suas amostras controles (sem TG), devido,
provavelmente, da capacidade da TG em formar polimeros de alto peso molecular a partir de
mondmeros de proteinas conferindo maior resisténcia ao fluxo. Dentre as amostras, a S4-TG
foi a que apresentou a maior viscosidade aparente (187,20 mPa s), seguida pelas amostras S6-
TG (172,87 mPa s) e S8-TG (167,70 mPa s) (Tabela 3.3). Estes resultados demonstram que a
utilizacdo da TG pode ser um método efetivo quando se deseja aumentar a viscosidade em

sorvetes com teores menores de gordura.
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Tabela 3.3. Parametros reologicos das curvas ascendentes (aumento da taxa de deformacéo) e

descendentes (diminuicao da taxa de deformacao) obtidos pelo modelo Lei de Poténcia das

amostras de sorvetes.

Viscosidade K N R2
Amostras  gparente (mPas) (Pas")
Curva ascendente
S4 122,00 + 2,09 0,28+ 0,02 0,64" + 0,01 0,9976
S4-TG 187,20° + 1,65 0,71°+ 0,01 0,57° + 0,01 0,9924
S6 158,93°+ 0,98 0,48°+ 0,01 0,60 = 0,00 0,9989
S6-TG 172,87%+ 1,01 0,67+ 0,02 0,554+ 0,02 0,9954
S8 161,20° + 1,23 0,52°+ 0,03 0,63" + 0,02 0,9995
S8-TG 167,60+ 0,76 0,57+ 0,03 0,56 + 0,01 0,9998
Curva descendente
S4 69,60° + 1,76 0,08° + 0,01 0,92° + 0,02 0,9996
S4-TG 121,20° + 2,01 0,15°+0,02 0,97° + 0,01 0,9990
S6 79,22°+ 1,02 0,03¢ +0,02 0,95% + 0,03 0,9997
S6-TG 107,60 + 1,33 0,10*+ 0,01 0,98° + 0,03 0,9984
S8 91,87°+ 2,11 0,11%° + 0,01 0,93+ 0,01 0,9989
S8-TG 100,27 + 0,89 0,12%° + 0,01 0,92* + 0,02 0,9993

* Os valores correspondem as médias dos valores obtidos em triplicata seguidos pelo desvio padrao.

**Valores nao distribuidos com mesma letra (coluna) sdo significativamente diferentes (p<0,05) (Teste de
Tukey).

***K = indice de consisténcia (Pa s"); n = indice de comportamento de fluxo; sorvete com 4 % de gordura sem
TG (S4) e com TG (S4-TG); sorvete com 6 % de gordura sem TG (S6) e com TG (S6-TG); sorvete com 8 % de
gordura sem TG (S8) e com TG (S8-TG).

Analisando as amostras sem o tratamento enzimatico, verificou-se que quanto maior o
teor de gordura, maior foi a viscosidade aparente (Tabela 3.3). Resultado similar também foi
encontrado por Goff, Davidson e Cappi (1994) e Yilsay, Yilmaz e Bayizit (2006). Este
resultado pode ser explicado devido ao grau de cristalizagdo da gordura produzida durante o
processo de maturacdo do sorvete. Quanto maior o conteido de gordura maior ¢ a
concentragdo de gordura cristalina. Estes cristais comportam-se como esferas mais rigidas
proporcionando maior resisténcia a tensdo de cisalhamento, consequentemente, aumentando a

viscosidade dos sorvetes (GOH; YE; DALE, 2006).

Influéncia da enzima transglutaminase microbiana nas propriedades funcionais de sorvetes
com diferentes teores de gordura



86
Capitulo 3

Todas as amostras exibiram comportamento nao-newtoniano, devido a diminuigao da
viscosidade aparente com o aumento da taxa de cisalhamento (RAO, 1999; BRAUN;
ROSEN, 2000) (Figura 3.3). Esta diminui¢do ocorreu, parcialmente, devido a agregacdo dos
glébulos de gordura que durante o cisalhamento diminuem de tamanho e consequentemente a

viscosidade dos sorvetes (NAZARUDDIN; SYALIZA; ROSNANI, 2008).
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Figura 3.3. Efeito da taxa de deformagao na viscosidade aparente das amostras de sorvetes.

*As curvas representam os valores médios obtidos em triplicata.

**(O) sorvete com 4 % de gordura (S4); (m) sorvete com 4 % de gordura com TG (S4-TG); (A) sorvete com 6 %
de gordura (S6); (A) sorvete com 6 % de gordura com TG (S6-TG); (o) sorvete com 8 % de gordura (S8); (e)
sorvete com 8 % de gordura com TG (S8-TG).

O modelo Lei de Poténcia ajustou-se adequadamente aos dados (R*>0,99) e foi
utilizado para calcular o indice de comportamento de fluxo (n) e o indice de consisténcia (K)
das diferentes amostras de sorvetes. O indice de consisténcia, baseado na variagao da taxa de
deformacao, também informa a viscosidade de um fluido (KARACA et al., 2009). Do mesmo
modo que a viscosidade aparente, a TG também aumentou o indice de consisténcia,
principalmente na amostra com menor concentragdo de gordura (S4-TG) (Tabela 3.3), como

resultado da agregagdo das proteinas e da maior polimerizagdo proteica catalisada pela TG,
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ndo alterando as caracteristicas fisico-quimicas dos sorvetes (Tabela 3.1) (GAUCHE et al.,
2009).

Outro parametro obtido pelo modelo Lei de Poténcia foi o indice de comportamento
de fluxo que indica o grau da caracteristica pseudoplastica ou dilatante de um fluido
(AKALN; KARAGOZLU; UNAL, 2008). Os indices de comportamento de fluxo (n)
variaram de 0,55 a 0,64 (n<1), indicando que os sorvetes comportaram-se como fluidos nao
Newtonianos pseudoplasticos (Tabela 3.3). Segundo Aime et al. (2001), Gonzales-Tomads et
al. (2008) e Soukoulis, Chandrinos e Tzia (2008), as propriedades reoldgicas dos sorvetes sao
geralmente descritas como pseudoplésticas. No caso dos sorvetes submetidos ao tratamento
enzimatico, houve um aumento das propriedades pseudoplasticas com o afastamento do
indice de comportamento de fluxo do valor um. Este comportamento também foi evidenciado
por Gauche et al. (2008) na polimerizagdo das proteinas do soro de leite pela agdo da TG. O
favorecimento do comportamento pseudoplastico ocorreu, provavelmente, devido aos
polimeros de alta massa molar formados pela reacdo de ligagdo cruzada promovida pela TG.
Goff, Davidson e Cappi (1994) e Innocente, Camparin e Corradini (2002) afirmam que
grandes polimeros, com o aumento da taxa de cisalhamento, tendem a se desintegrarem e
possivelmente alinharem-se ao fluxo oferecendo menor resisténcia a este.

O comportamento reoldgico das amostras apds a diminui¢cdo da taxa de deformacao
(curvas descendentes) pode ser observado na Tabela 3.3. Utilizando o modelo de Lei de
Poténcia, foi observado que o K variou de 0,08 a 0,15 Pa s valores estes menores do que os
obtidos na curva ascendente. A amostra S4-TG apresentou o maior K, enquanto que a amostra
S6 obteve os menores valores. Todas as amostras submetidas a TG proporcionaram valores
maiores de K em relagdo as amostras sem TG, demonstrando que a TG confere maior
resisténcia para os sorvetes perante a quebra estrutural. Além disso, os valores de indice de
comportamento de fluxo (n) foram maiores do que da curva ascendente, mostrando que houve
uma diminui¢do da pseudoplasticidade quando diminuida a taxa de cisalhamento. A
diminui¢do de K e o aumento de n podem ser atribuidos a quebra estrutural de rede proteica
dos sorvetes devido ao cisalhamento, o que favorecem este comportamento.

Uma caracteristica importante da relagdo tensdo de cisalhamento / taxa de deformacao
obtida pelo aumento da taxa de cisalhamento e sua consequente diminuigdo ¢ a formacao da
histerese (RAZAVI; KARAZHIYAN, 2009). A area formada entre as curvas indica que o
fluido apresenta viscosidade dependente do tempo de cisalhamento (TARREGA; DURAN;
COSTELL, 2004). A Tabela 3.4 apresenta os valores de histerese encontrados para as
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amostras de sorvetes, obtidos através da curva de tensdo de cisalhamento versus taxa de
deformacao. Pode-se observar que a adi¢ao da TG promoveu um aumento do grau de
histerese em relacdo as amostras controles (sem TG). Entretanto, ndo houve diferencas
significativas (p<0,05) entre as amostras S4-TG e S6-TG que apresentaram a maior histerese.
Isto demonstra que estas duas amostras necessitaram de maior energia para quebrar a estrutura
do sorvete formada a partir da polimerizagdo proteica pela TG, que proporcionou uma
estrutura mais firme ao produto. Essas amostras, S4-TG e S6-TG, foram as mesmas que
apresentaram os maiores valores de viscosidade aparente e indice de consisténcia. Segundo
Tarrega, Durdn e Costell (2004) e Kus, Altan e Kaya (2005), um fluido tixotropico de maior
viscosidade deve apresentar uma maior area de histerese que um fluido com menor
viscosidade, mesmo que este ultimo sofra uma forte destruicdo da estrutura. A presenca de
histerese em amostras de sorvetes também foi observada por Kus, Altan e Kaya (2005),

Bazmi et al. (2008), Gonzales-Tomas et al. (2008) e Karaca et al. (2009).

Tabela 3.4. Histerese (tensdo de cisalhamento versus taxa de deformagdo) das amostras de

sorvetes submetidas ao tratamento enzimatico com transglutaminase e com diferentes teores

de gordura.
Amostras Histerese (Pa)
S4 20,50* + 1,02
S4-TG 59,31°+ 0,87
S6 39,58° + 1,43
S6-TG 59,49 + 1,56
S8 32,344+ 1,55
S8-TG 38,90° + 0,69

*Média dos valores obtidos em triplicata.

**Valores ndo distribuidos com mesma letra (coluna) sdo significativamente diferentes (p<0,05) (Teste de
Tukey).

*#*Sorvete com 4 % de gordura sem TG (S4) e com TG (S4-TG); sorvete com 6 % de gordura sem TG (S6) e
com TG (S6-TG) sorvete com 8 % de gordura sem TG (S8) e com TG (S8-TG).

A Figura 3.4 ilustra a histerese das amostras S4 e S4-TG que apresentaram o menor e
o maior valor de histerese, respectivamente. O efeito da polimerizagdo proteica catalisada pela
TG na formagdo do sorvete pode ser visualizado pela quebra estrutural mais acentuada na
amostra tratada enzimaticamente, assim como pela maior viscosidade aparente obtida tanto no

inicio quanto no final do ciclo de cisalhamento.
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Figura 3.4. Curvas de histerese para as amostras de sorvetes. A — viscosidade aparente versus

taxa de deformacao; B - tensdao de cisalhamento versus taxa de deformacao.

(o) sorvete com 4 % de gordura (S4); (m) sorvete com 4 % de gordura com TG (S4-TG).

Os dados reoldgicos tempo-dependentes foram ajustados através do Modelo de
Weltman (1943), com o objetivo de caracterizar o comportamento tixotropico das amostras de
sorvetes. Observou-se que a adi¢do da TG proporcionou um aumento significativo da tensao
inicial requerida (A) para iniciar a quebra estrutural das amostras de sorvetes (Tabela 3.5),
devido a formacao de uma rede mais estavel. Resultado similar foi encontrado em amostras de
iogurte (GAUCHE et al., 2009) e em queijos processados (SA; BORDIGNON-LUIZ, 2010),
ambos adicionados de TG. A amostra S4-TG (5,55 Pa) foi a que apresentou a maior tensao

inicial, seguida pelas amostras S6-TG (4,33 Pa) e S8-TG (4,41 Pa), que ndo apresentaram
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diferencas significativas (p<0,05) entre si. Em relacdo ao coeficiente de ruptura tixotropico
(B), este foi menor nas amostras submetidas ao tratamento enzimatico com TG em relagdo as
amostras controle (sem TG). Ao avaliar as amostras sem TG (S4, S6 e S8) e com TG (S4-TG,
S6-TG e S8-TG) separadamente, observou-se que o coeficiente B apresentou valores maiores
nas amostras com concentragdes maiores de gordura, ndo havendo diferengas significativas

(p<0,05) entre as amostras S6 e S8 e entre as amostras S4-TG e S6-TG.

Tabela 3.5. Parametros tixotropicos obtidos através do Modelo de Weltman para as amostras

de sorvetes.
Amostras Tens&o inicial Coeficiente de ruptura Coeficiente de
requerida (A, Pa) tixotropico (- B, Pa) determinagcéo (R?)
S4 3,81 +£0,22 1,05*+ 0,05 0,95
S4-TG 5,55°+ 0,41 1,90°+0,11 0,99
S6 2,56+ 0,09 0,52°+ 0,01 0,98
S6-TG 4,33+ 0,03 1,62° + 0,04 0,99
S8 3,21+ 0,28 0,63+ 0,21 0,99
S8-TG 4,41+ 0,13 1,16+ 0,03 0,97

*Qs valores correspondem as médias dos valores obtidos em triplicata seguidos pelo desvio padréo.

**Valores ndo distribuidos com mesma letra (coluna) sdo significativamente diferentes (p<0,05) (teste de
Tukey).

***Sorvete com 4 % de gordura sem TG (S4) e com TG (S4-TG); sorvete com 6 % de gordura sem TG (S6) e
com TG (S6-TG) sorvete com 8 % de gordura sem TG (S8) e com TG (S8-TG).

3.6. Analise de textura

A firmeza das amostras de sorvetes foi avaliada através do teste de penetragdo com
auxilio de texturdometro. O grafico de for¢a méxima (g) requerida para penetrar o sorvete €
mostrado na Figura 3.5. A utilizagdo da TG na concentragdo de 4 U g de proteina contribuiu
para a obtencdo de um sorvete com menor firmeza em relacdo aos sorvetes controle (sem
TG). Nao houve diferengas significativas (p<0,05) entre as amostras S4-TG, S8 e S8-TG,
demostrando que a TG pode proporcionar aos sorvetes com 4 % de gordura uma firmeza
semelhante aos sorvetes contendo 8 % de gordura.

Tang, Wang e Yang (2007), Mylldrinen, Buchert e Autio (2007), Trespalacios e Pla
(2007), Wang et al. (2007) e Gauche et al. (2009) observaram que o tratamento enzimatico

com a TG proporcionou um aumento da firmeza em tofu, gel de caseinato de sédio
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acidificado, gel de carne de frango, gel de soja e de iogurtes, respectivamente. O
fortalecimento da rede proteica produz uma emulsdo uniforme e estdvel e acarreta na
diminui¢do da formacdo de cristais de gelo durante o armazenamento (EL NAGAR et al.,
2002). Assim, como a TG conduz a formagdo de uma rede proteica mais coesa através da
polimerizagdo das proteinas lacteas presentes no sorvete, provavelmente diminuiu a
cristalizacdo do gelo, diminuindo a firmeza dos sorvetes.

O aumento da concentragdo de gordura também reduziu a firmeza dos sorvetes (Figura
3.5). Estes resultados estdo consistentes com os observados nos estudos de Guinard et al.
(1997), Alamprese et al. (2002), El Nagar et al. (2002) e Akalm, Karagozlii e Unal (2008),
que verificaram que a firmeza foi inversamente proporcional ao conteudo de gordura.
Segundo Guinard et al. (1997), o aumento do teor de gordura proporciona a diminui¢do da
formagao de cristais de gelo, o que pode proporcionar menor firmeza nos sorvetes com

concentra¢do maior de gordura.
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Figura 3.5. Firmeza dos sorvetes obtida através da analise de textura experimental expressos

em forca (g).

*Qs valores correspondem as médias + desvio padrio.
**Letras diferentes indicam diferenca significativa entre as amostras (p<0,05) (teste de Tukey).
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***Sorvete com 4 % de gordura sem TG (S4) e com TG (S4-TG); sorvete com 6 % de gordura sem TG (S6) e
com TG (S6-TG) sorvete com 8 % de gordura sem TG (S8) e com TG (S8-TG).

3.7. Analise de cor

Os resultados das medidas colorimétricas das amostras de sorvetes contendo TG e
diferentes concentracdes de gordura estdo presentes na Tabela 3.6. Todas as amostras com TG
apresentaram valores maiores de @ em relacdo as amostras sem TG. Nao foi observada
diferenca significativa no parametro b nas amostras S4 e S4-TG e entre as amostras S6-TG e
S8-TG. Observou-se também que as amostras com concentragdo de 8 e 6 % de gordura
apresentaram valores maiores de b do que as amostras contendo 4 % de gordura, contudo,
quando a TG foi adicionada observou-se uma diminui¢do deste pardmetro. Os valores
positivos indicam uma tendéncia para a coloracdo amarela, sendo estes valores maiores nas
amostras que apresentavam maior conteudo de gordura. Resultado similar foi encontrado por
Akalm, Karadzlii e Unal (2008) em sorvetes com redugdo de gordura contendo proteina
isolada de soja e inulina. As amostras com TG apresentaram maior valor de L em relacdo as

amostras sem TG.

Tabela 3.6. Intensidade de cor das amostras de sorvete.

Amostras a b L

S4 -2,55+ 0,06 7,64% + 0,06 91,77* + 0,25
S4-TG -1,85" + 0,09 7,70° £ 0,20 95,79° + 0,24
S6 -2,50°+0,11 11,55+ 0,16 90,17 + 0,30
S6-TG -1,78"+ 0,08 8,87°+ 0,03 93,08 + 0,07
S8 2,61+ 0,08 12,319+ 0,36 92,15* + 0,28
S8-TG -1,84° + 0,06 9,10° + 0,02 95,00° + 0,24

*Qs valores correspondem as médias dos valores obtidos em triplicata seguidos pelo desvio padréo.

**Valores ndo distribuidos com mesma letra (coluna) sdo significativamente diferentes (p<0,05) (teste de
Tukey).

*** q = componente vermelho-verde; b = componente amarelo-azul; L = componente luminosidade; sorvete com
4 % de gordura sem TG (S4) e com TG (S4-TG); sorvete com 6 % de gordura sem TG (S6) e com TG (S6-TG)
sorvete com 8 % de gordura sem TG (S8) e com TG (S8-TG).

3.8. Analise de componentes principais (ACP)

A andlise de componentes principais (ACP) contribuiu para descrever a correlagao

entre os parametros: teor de gordura (GOR); porcentagem de ar incorporado no produto (IC);
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coalescéncia parcial da gordura (CG); porcentagem de derretimento (PD) ap6és 1 h de
exposicao do sorvete a temperatura de 25 °C; parametros reoldgicos como viscosidade
aparente (VIS), indice de consisténcia (K), indice de comportamento de fluxo (n), histerese
(HIS), tensdo inicial requerida para iniciar a quebra estrutural das amostras de sorvetes (A) e
coeficiente de ruptura tixotrépico (B); e firmeza (FIR) das amostras de sorvetes. A Figura 3.6
representa o grafico do Fator 1 versus Fator 2. Observou-se que as amostras foram separadas
por duas fungdes (Fator 1 e Fator 2) que explicaram 88,65 % da dispersdo total dos dados,
sendo que o primeiro Fator explicou 49,95 % e o segundo fator explicou 38,70 % da dispersao
total (Figura 3.6). Pode-se verificar que o Fator 1 explicou a maior variabilidade dos dados e
foi possivel separar as amostras de sorvetes com e sem a enzima TG. As amostras com TG
(S4-TG, S6-TG e S8-TG) foram correlacionadas positivamente com o Fator 1 e as amostras

sem TG (S4, S6 e S8) foram correlacionadas negativamente com este fator.

FIR

Fator 2: 38,70 %

Fator 1: 49,95 %
Figura 3.6. Analise de componentes principais obtidos das amostras de sorvetes.

Sorvete com 4 % de gordura sem TG (S4) e com TG (S4-TG); sorvete com 6 % de gordura sem TG (S6) e com
TG (S6-TG) sorvete com 8 % de gordura sem TG (S8) e com TG (S8-TG).

Em relagdo as variaveis analisadas, os parametros reologicos: VIS (R* =0,94), K (R* =

0,97), HIS (R* = 0,91) e A (R? = 0,74) apresentaram alta correlacdo positiva com o Fator 1,
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enquanto que os parametros n (R* = -0,88), B (R* = -0,75) ¢ FIR (R = -0,75) teve correlacio
negativa com este fator. GOR (R* = -0,99) e a CG (R* = -0,94) apresentaram alta correlagdo
negativa com o Fator 2, enquanto que a IC (R* =0,85) e a PD (R* = 0,93) foi correlacionada
positivamente com este fator (Figura 3.6).

A partir da Figura 3.6 pdde-se observar que a adi¢do da TG a formulagdo contribuiu
para maior viscosidade aparente (VIS) e indice de consisténcia (K), pois as amostras S4-TG,
S6-TG e S8-TG (adicionadas de TG) apresentaram-se a esquerda do grafico, em dire¢do a
estes parametros. Em relacdo a histerese, esta foi correlacionada positivamente com o
parametro tixotropico A. Segundo Tarrega, Duran e Costell (2004) ¢ Gonzales-Tomas et al.
(2008) quanto maior histerese maior ¢ a correlacdo com a tixotropia de um produto, ou seja,
maior serd a energia necessaria para destruir a estrutura responsavel pelo fluxo dependente do
tempo de cisalhamento.

A amostra S4-TG apresentou alta correlagdo positiva com a IC. Isto demonstra que a
substituicdo parcial da gordura pela TG aumentou a capacidade de incorporacao de ar em
amostras de sorvetes com teor reduzido de gordura através do fortalecimento da rede proteica.

A firmeza e a porcentagem de derretimento foram correlacionadas positivamente com
a amostra S4, que apresentava o menor conteudo de gordura sem ser submetida ao tratamento
enzimatico com TG. Além disso, foi correlacionada inversamente com a viscosidade aparente
e o indice de comportamento de fluxo. Muse e Hartel (2004) observaram que a firmeza foi
influenciada pelas propriedades reoldgicas dos sorvetes, sendo maior nos sorvetes que
apresentaram valores maiores de indice de consisténcia, ou seja, mais viscosos. Contudo, em
nosso trabalho as amostras de sorvete S4 e S6 que apresentaram o menor indice de
consisténcia (Tabela 3.3) foram as que alcancaram a maior firmeza (Figura 3.6). Resultado
similar foi encontrado por Akalm, Karagézlii e Unal (2008).

O indice de comportamento de fluxo (n) teve correlagdo positiva com a firmeza das
amostras. Muse e Hartel (2004) também observaram essa correlagdo em amostras de sorvetes
apresentando trés diferentes adogantes (sacarose, frutose de xarope de milho com DE 42 e
xarope de milho com DE 20) e dois diferentes niveis do emulsificante polisorbato 80. Este
resultado demonstra que quanto mais firme um sorvete for, menor serd a caracteristica
pseudoplastica do produto.

Em relagdo a porcentagem de derretimento, a amostra S4 foi correlacionada
positivamente e a amostra S8-TG foi inversamente correlacionada com este pardmetro,

demonstrando que a maior concentragdo de gordura a formulagdo bem como a presenga da
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enzima TG proporcionaram ao sorvete maior resisténcia ao derretimento. Além disso, a
amostra S8-TG apresentou correlagdo positiva com o teor gordura e com a coalescéncia
parcial da gordura, demonstrando que o aumento da concentra¢do de gordura e da adicdo da

TG nas amostras de sorvetes proporcionou um aumento da coalescéncia da gordura.

4. Conclusodes

Sorvetes com 4, 6 ¢ 8 % de gordura e submetidos ao tratamento enzimatico com
transglutaminase apresentaram maior capacidade de incorporagao de ar, maior coalescéncia
parcial da gordura, resisténcia ao derretimento e menor firmeza em relacdo as amostras sem a
enzima. Em relagdo aos parametros reoldgicos, a TG mostrou favorecer as caracteristicas
peseudoplasticas dos sorvetes e proporcionou valores maiores de viscosidade aparente, indice
de consisténcia, histerese e tensdo inicial requerida para iniciar a quebra estrutural das
amostras.

A transglutaminase proporcionou ao sorvete com 4 % de gordura caracteristicas
semelhantes ao sorvete contendo 8 %, demonstrando que a enzima pode ser utilizada na
substituicdo parcial da gordura em sorvetes, sem afetar as propriedades funcionais desses

produtos.
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Conclusoes Gerais

A metodologia de superficie de resposta permitiu avaliar as condi¢des de maior
atividade da enzima transglutaminase em sorvetes, verificando maior indice de consisténcia
em concentragdo de 4 U g”' e com 90 minutos de reacio enzimatica. A faixa de temperatura
estudada (23,2 a 56,8 °C) ndo interferiu na atividade da transglutaminase. A reacdo foi
confirmada com auxilio da eletroforese em gel de poliacrilamida e demonstrou que k-caseina
foi mais susceptivel ao ataque da TG em relagdo as demais caseinas e as proteinas do soro de
leite.

A transglutaminase promoveu o aumento da capacidade de incorporacdo de ar, da
coalescéncia da gordura, da resisténcia ao derretimento e diminuiu a firmeza das amostras de
sorvetes com diferentes concentracdes de gordura. Em relagdo aos parametros reoldgicos,
mostrou favorecer as caracteristicas peseudoplésticas dos sorvetes e proporcionou valores
maiores de viscosidade aparente, indice de consisténcia, histerese e tensdo inicial requerida
para iniciar a quebra estrutural das amostras.

A transglutaminase proporcionou ao sorvete com 4 % de gordura caracteristicas
semelhantes ao sorvete contendo 8 %, demonstrando que a enzima pode ser utilizada na
substitui¢do parcial da gordura em sorvetes, sem afetar as propriedades funcionais desses

produtos.
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ANnexo

Tabela 1. Parametros reoldgicos da curva ascendente (aumento da taxa de deformagao)
obtidos pelos modelos de Bingham, Lei de Poténcia, Casson e Herscel-Bulkley das amostras

de sorvetes com diferentes teores de gordura e enzima transglutaminase.

Modelo  Parametro S4 S4-TG S6 S6-TG S8 S8-TG
o0 1,27 2,26 1,62° 2,23 1,89¢ 1,62°
+0,09 +0,10 +0,03 +0,05 +0,01 +0,03
Binghan ol 0,04° 0,09 0,05 0,08 0,06 0,07
+0,02 +0,02 +0,01 +0,01 +0,00 +0,01
R? 0,96 0,97 0,99 0,98 0,99 0,99
K 0,28° 0,71° 0,48 0,67 0,52° 0,57
Lei de +0,02 +0,01 +0,01 +0,02 +0,03 +0,03
Poténcia n 0,64° 0,57° 0,60° 0,55¢ 0,63 0,56
+0,01 +0,01 + 0,00 +0,02 +0,02 +0,01
R? 0,99 0,99 0,99 0,99 0,99 0,99
o 0,59° 0,88" 0,73 0,85° 0,73 0,82°
+ 0,04 +0,02 +0,01 +0,01 +0,02 +0,01
Casson K 0,16* 0,54° 0,23¢ 0,45¢ 0,38° 0,42¢
+0,01 +0,01 + 0,02 +0,01 +0,03 +0,01
R? 0,97 0,98 0,99 0,99 0,99 0,99
K 0,19° 0,53° 0,25° 0,46° 0,35¢ 0,44°
Herschel- +0,01 +0,02 +0,02 +£0,01 +0,02 +0,03
Bulkley n 0,75° 0,70  0,74* 069 077 0,70
+0,01 +0,02 +0,01 +0,01 +0,03 +0,02
R? 0,98 0,98 0,99 0,97 0,99 0,99

*Média dos valores obtidos em triplicata.

**Valores ndo distribuidos com mesma letra (linha) sdo significativamente diferentes (p<0,05) (Teste de Tukey).
***K = indice de consisténcia (Pa s"); n = indice de comportamento de fluxo; R? = coeficiente de determinagio;
6 = limite de escoamento (Pa); 1, = viscosidade plastica (mPa s). S4 — sorvete com 4 % de gordura; S4-TG —
sorvete 4 % de gordura com TG; S6 — sorvete com 6 % de gordura; S6-TG — sorvete com 6 % de gordura com
TG; S8 — sorvete com 8 % de gordura; S8-TG — sorvete com 8 % de gordura com TG.
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Tabela 2. Parametros reoldgicos da curva descendente (diminuicao da taxa de deformagao)
obtidos pelos modelos de Bingham, Lei de Poténcia, Casson e Herscel-Bulkley das amostras

de sorvetes com diferentes teores de gordura e enzima de transglutaminase.

Modelo Parametro S4 S4-TG Sé6 S6-TG S8 S8-TG
0o 0,18 029" 0,59° 0,14° 1,149 0,22°
+0,01 +0,02 +0,02 +0,03 +0,01 + 0,02
Binghan Nl 0,06°  0,12° 0,08° 0,11° 0,08° 0,09°
+0,02 +0,03 +0,01 +0,01 +0,02 +0,02
R’ 0,98 0,99 0,99 0,97 0,99 0,99
K 0,08 0,15 0,03° 0,10 0,11% 0,12
Lei de +0,01 +0,02 +0,02 +0,01 +0,01 +0,01
Poténcia n 0,92° 097" 0,95° 0,98" 0,93° 0,93"
+0,02 +0,01 +0,03 +0,03 +0,01 + 0,02
R’ 0,99 0,99 0,99 0,99 0,99 0,99
0o 0,02  0,01° 0,02° 0,01° 0,01° 0,02°
+ 0,00 +0,01 +0,01 + 0,00 +0,01 +0,01
Casson K 0,23* 0,33 0,32° 0,33 0,28° 0,28°
+0,01 +0,02 +0,01 +0,00 +0,02 +0,01
R’ 0,99 0,99 0,99 0,98 0,99 0,99
K 0,09°  0,13° 0,02° 0,10° 0,11° 0,12°
Herschel- +0,01 +0,01 +0,01 + 0,00 +0,02 +0,03
Bulkley n 0,92  0,97° 0,97° 0,98" 0,93 0,94
+0,02 +0,01 +0,00 +0,02 +0,01 +0,01
R’ 0,98 0,99 0,99 0,99 0,99 0,99

*M¢édia dos valores obtidos em triplicata.

**Valores ndo distribuidos com mesma letra (linha) sdo significativamente diferentes (p<0,05) (Teste de Tukey).
#**%K = indice de consisténcia (Pa s"); n = indice de comportamento de fluxo; R? = coeficiente de determinagio;
0y = limite de escoamento (Pa); 0, = viscosidade plastica (mPa s). S4 — sorvete com 4 % de gordura; S4-TG —
sorvete 4 % de gordura com TG; S6 — sorvete com 6 % de gordura; S6-TG — sorvete com 6 % de gordura com
TG; S8 — sorvete com 8 % de gordura; S8-TG — sorvete com 8 % de gordura com TG.
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