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RESUMO

A transglutaminase de origem microbiana (mTGase) ¢ uma enzima capaz de catalisar reagdes
de incorporagdo de amina, desamidagdo e reticulagdo. Na reacdo de reticulacdo (ou
polimerizacdo) sdo formadas ligagdes cruzadas covalentes de e-(y-glutamil)-lisina entre
cadeias polipeptidicas, intra ou intermoleculares. Na area de alimentos, essa reagao
desempenha um papel importante na modificacdo das propriedades funcionais e tecnologicas
de proteinas. Este estudo teve como objetivo investigar o impacto da mTGase comercial sobre
as propriedades fisicas da massa crua e de biscoitos sem gliten com farinha de castanha-do-
brasil (Bertholletia excelsa). As concentragdes testadas de enzima foram 0% (Controle),
0,0085% (C85) e 0,0140% (C140), em relacdo ao mix de farinha. Os resultados mostraram
que, na analise de perfil de textura da massa crua, a adi¢do da mTGase aumentou a dureza
(p <0,05); diminuiu a coesividade entre as amostras Controle e C140 (p < 0,05), e ndo alterou
significativamente a adesividade, nem a elasticidade (p > 0,05). Em relacdao a atividade de
agua (Aw < 0,2 para todas as amostras), houve o aumento dos valores conforme o aumento da
concentracdo de mTGase (p < 0,05). Quanto a cor, o indice de escurecimento (calculado a
partir dos parametros L*, a* e b*) diminuiu com a adi¢do da enzima (p < 0,05). Na andlise de
corte, a dureza dos biscoitos diminuiu com a adicdo de mTGase, tendo diferenca
estatisticamente significativa entre as amostras Controle e C140. A resisténcia ao corte,
entretanto, nao foi influenciada pela enzima. De forma semelhante, o teste de perfuracao, o
fator de expansdo e a perda de massa dos biscoitos ndo foram significativamente
influenciados pela adigdo da enzima (p > 0,05). As modificacdes observadas em algumas
propriedades avaliadas provavelmente sdo resultado da formacdo de ligagdes cruzadas entre
as proteinas da massa dos biscoitos sem gluten. Estes resultados sugerem que a aplicagao da
transglutaminase microbiana pode representar uma abordagem promissora nas modifica¢des
de caracteristicas especificas de biscoitos sem gluten.

Palavras-chave: transglutaminase microbiana; biscoitos sem gluten; propriedades fisicas;
biotecnologia.



ABSTRACT

The microbial transglutaminase (mTGase) is an enzyme capable of catalyzing amine
incorporation, deamidation, and cross-linking reactions. In the cross-linking (or
polymerization) reaction, covalent g-(y-glutamyl)-lysine bonds are formed between intra- or
intermolecular polypeptide chains. In the food industry, this reaction plays an important role
in modifying the functional and technological properties of proteins. This study aimed to
investigate the impact of commercial mTGase on the physical properties of raw dough and
gluten-free cookies made with Brazil nut flour (Bertholletia excelsa). The tested enzyme
concentrations were 0% (Control), 0.0085% (C85), and 0.0140% (C140) of mTGase relative
to the flour mixture. The results showed that in the texture profile analysis of raw dough, the
addition of mTGase increased hardness (p < 0.05), decreased cohesiveness between the
Control and C140 samples (p < 0.05), and did not significantly affect adhesiveness or
elasticity (p > 0.05). Regarding water activity (Aw < 0.2 for all samples), values increased
with higher mTGase concentrations (p < 0.05). For color, the browning index (calculated
from L*, a*, and b* parameters) decreased with enzyme addition (p < 0.05). In the cutting
analysis, cookie hardness decreased with mTGase addition, with statistically significant
differences observed between the Control and C140 samples. Cutting resistance, however,
was not influenced by the enzyme. Similarly, the perforation test, expansion factor, and
weight loss of the cookies were not significantly affected by enzyme addition (p > 0.05). The
observed modifications in some of the evaluated properties are likely due to the formation of
cross-links between proteins in the gluten-free dough. These findings suggest that the
application of microbial transglutaminase may represent a promising approach for altering
specific characteristics of gluten-free cookies.

Keywords: microbial transglutaminase; gluten-free cookies; physical properties;
biotechnology.
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1 INTRODUCAO

A transglutaminase (TGase, EC 2.3.2.13) ¢ uma enzima que estd amplamente
presente nos seres vivos, tais como: animais, vegetais € microrganismos; ¢ desempenha um
papel fundamental em diversas fungdes fisiologicas desses organismos (Miwa, 2020). Entre as
preparagdes disponibilizadas comercialmente, a transglutaminase de origem microbiana
(mTGase), com destaque para o microrganismo Streptomyces mobaraense (classificado
anteriormente como Streptoverticillium mobaraense), € atualmente a principal fonte destinada
as aplicagdes em alimentos, definida pela Food and Drugs Administration (FDA) como
Generally Recognized as Safe (GRAS) (Fatima; Khare, 2018).

A mTGase possui vantagens em comparagao as demais fontes, o que a torna atrativa.
Um dos pontos positivos ¢ que essa enzima ndo necessita do ion calcio para sua ativacao,
enquanto as derivadas de animais e vegetais sdo dependentes desse cofator. A TGase de
mamiferos (utilizada antes da descoberta da mTGase) era isolada de figado de porquinhos-da-
india e desfavoravel nas aplicacdes em alimentos, pois apresentava colora¢do avermelhada,
comprometendo o aspecto visual do produto final (Duarte et al., 2020).

Pertencente a classe das transferases, a mTGase catalisa rea¢do entre um grupo y-
carboxamida de um residuo de glutamina acessivel do substrato proteico que atua como acil
doador, e o grupo g-amino (acil receptor) de uma amina primaria (incorporacdo de amina) ou
um residuo de lisina de uma proteina ou peptideo (reticulagdo ou polimeriza¢do). Na auséncia
do grupo g-amino, a agua pode atuar como aceptor de acil (desamidagdo), formando residuos
de 4cido glutamico. Em todas as reagoes, ha a liberacao de amonia (Miwa, 2020).

Na reticulagdo (ou reacdo de transamida¢do), sdo formadas ligagcdes cruzadas
covalentes intra ou intermoleculares de &-(y-glutamil)-lisina, resultando em alteracdes
significativas nas propriedades fisico-quimicas das proteinas, modificando-as quanto a
solubilidade, a capacidade de retencdo de agua, a capacidade emulsificante, a formagao de
espuma, a viscosidade, a elasticidade e/ou a gelificagdo (Akbari; Razavi; Kieliszek, 2021). A
utilizacdo dessa enzima ndo interfere no pH, cor ou sabor dos alimentos. Além disso, pode
torna-los mais nutritivos pela incorporagdo de aminoacidos essenciais (Fatima; Khare, 2018).

Muitas das proteinas presentes nos alimentos podem ser reticuladas pela mTGase,
tais como: caseina de leite, proteinas de soro de leite, globulinas de soja, gliten de trigo,
miosinas de carne e proteinas de ovo (Kolotylo; Piwowarek; Kieliszek, 2023). A
transglutaminase microbiana tem sido amplamente empregada na industria alimenticia, pois a

formacao de ligagdes covalentes entre proteinas pode auxiliar na obtencdo de produtos com
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caracteristicas aprimoradas e/ou inovadoras (Zhao, 2023), o que a torna atraente para esse
setor.

Segundo Kieliszek e Misiewicz (2014), ¢ amplamente empregada na fabricacdo de
carne reestruturada, pois tem efeito positivo na textura do produto final, facilitando a forte
coesdo entre os blocos de carne sem a necessidade de tratamento térmico ou adi¢ao de sal ou
fosfatos. Em leites fermentados com teor reduzido de gordura, as propriedades reologicas
foram melhoradas, diminuindo significativamente a sinérese (Romeih; Walker, 2017). Além
disso, para melhorar a qualidade de paes sem glaten (elaborados com farinhas de arroz, batata,
milho), foi capaz de influenciar positivamente o volume especifico e firmeza do produto

(Amante; Fante; Pires, 2020).

1.1 JUSTIFICATIVA

A transglutaminase de origem microbiana apresenta-se como uma alternativa
promissora para proporcionar melhorias nas caracteristicas fisico-quimicas de alimentos
panificados, dos tradicionais aos inovadores. Por isso, esse campo de pesquisa se revela
interessante no ramo alimenticio, especialmente quando considerados os desafios que surgem
nas industrias desse setor, principalmente diante da sofisticagdo das exigéncias dos
consumidores, para que se possa estar alinhado a essas tendéncias.

Assim, tendo em vista os possiveis beneficios tecnologicos que podem ser
proporcionados pela mTGase, o estudo e a compreensdo aprofundada desses aspectos sao
necessarios para o desenvolvimento de produtos aprimorados e/ou inovadores. Este estudo
visa avaliar especificamente o impacto dessa enzima em propriedades fisicas de biscoitos,
caracteristicas de grande importancia, ja que a textura ¢ um atributo essencial e desejavel para
biscoitos, propriedade que afeta profundamente sua aceitabilidade pelo consumidor (Wesley,

André¢ e Clerici, 2021).


https://doi.org/10.1016/j.heliyon.2021.e05956
https://doi.org/10.1016/j.heliyon.2021.e05956
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2 OBJETIVOS

Este estudo teve como objetivo investigar o impacto da aplicacdo de uma
transglutaminase comercial de origem microbiana (mTGase) sobre propriedades fisicas da

massa crua e de biscoitos sem gluten com farinha de castanha-do-brasil (Bertholletia excelsa).

2.1  OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Realizar uma revisao dos estudos cientificos sobre a aplicagdo da mTGase em produtos
alimenticios, destacando as condi¢des de processo, as vantagens do uso desta enzima, as
caracteristicas dos produtos obtidos, os efeitos e os desafios do processamento;

e Avaliar a influéncia da mTGase sobre a perda de massa por cozimento, as dimensdes, 0
fator de expansao, a atividade de 4gua e a cor instrumental dos biscoitos;

e Verificar o efeito da enzima sobre o perfil de textura da massa crua dos biscoitos através
de analise instrumental;

e Avaliar a influéncia da enzima sobre a textura dos biscoitos assados, por meio dos testes

de resisténcia ao corte e de perfuragdo.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 PRODUTOS ALIMENTICIOS INOVADORES

Na perspectiva do consumidor, alimentos tradicionais sdo comumente associados a
qualidade e a tradi¢do (Guiné et al., 2021). Um alimento denominado “tradicional”, consiste
em um produto singular que persiste no tempo, sempre produzido em determinada regido e
utilizando matérias-primas tipicas e de qualidade tnica. Dessa forma, sdo preservadas as
caracteristicas que os definem quanto ao aspecto, a textura e ao sabor, que estao relacionados
a uma cultura gastrondmica regional (Zuin; Zuin, 2008).

Apesar de muitos consumidores estarem constantemente a procura de produtos mais
saudédveis, nutritivos € que sejam mais convenientes, a inovagdo torna-se essencial para
atender a essas exigéncias. Nesse contexto, para acompanhar a constante evolugdo, os
alimentos tradicionais também necessitam de inovagdes, assim como qualquer outro produto
alimenticio (Guiné et al., 2021).

Segundo Fagerberg (2006), um processo de desenvolvimento e introdugdo de novas
ideias, métodos ou produtos que resultam em melhorias e avangos significativos, pode ser
definido como inovagdo. A partir dessa concepgao, € possivel dizer que, para caracterizar um
produto alimenticio como inovador, ¢ valida a combinagdo de diferentes ingredientes na
elaborag¢do ou técnicas de preparo, por meio das quais seja possivel buscar maior qualidade
nutricional e sensorial, vida de prateleira, seguranga, sustentabilidade e adesdo as novas
tendéncias.

Na edi¢do “Industria de Alimentos 2030 publicada pelo Instituto de Tecnologia de
Alimentos (ITAL, 2020), destaca-se que, em virtude dos maleficios a saude associados a ma
alimentacdo, muitos consumidores tém buscado evitar o consumo de alimentos com altas
quantidades de gorduras, calorias, agucares e sodio, havendo uma crescente preocupacao em
manter uma dieta mais sauddvel e rica em nutrientes. O aumento do valor nutricional de
produtos alimenticios industrializados tem sido alcancado por meio da inovagdo tecnologica,
adequando-os as novas tendéncias de consumo.

Ainda de acordo com o ITAL (2020), com o objetivo de atender as demandas
mencionadas acima, empresas tém estabelecido pardmetros minimos para o teor de nutrientes
considerados “positivos” (como fibras, proteinas, entre outros), impulsionado o langamento de
novos alimentos e bebidas nao-alcodlicas. Essas empresas estdo empenhadas em reformular

diversos produtos para promover a saudabilidade, e t€ém definido metas para a reducdo de
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acucares, sodio e gorduras em varios produtos. Nesse contexto, é notavel que enzimas podem
desempenhar um papel fundamental e ser uma alternativa promissora para enfrentar tais

desafios, sendo indispensavel explora-las e aplica-las em processos industriais.

3.2  ENZIMAS E SUAS APLICACOES

As enzimas sdo biocatalisadores capazes de aumentar a velocidade de reagdes
bioquimicas, e apresentam alta especificidade pelo substrato e atuam sob condi¢des brandas
de temperatura e pH, além de ndo gerarem residuos e compostos toxicos, principalmente
quando comparadas a catalisadores quimicos. Devido a sua aplicabilidade, as enzimas sao
uma alternativa que desperta um grande interesse das industrias quimicas, farmacéuticas e de
alimentos (Denti et al., 2022).

Na industria alimenticia, por exemplo, as enzimas podem ser utilizadas em varios
segmentos, incluindo: laticinios, panificacdo, bebidas alcodlicas e ndo-alcodlicas, Oleos e
gorduras, carnes e pescados, além de alimentos com propriedades funcionais. A aplicacao
desses catalisadores bioldgicos se da pela sua capacidade de modificar e melhorar as
propriedades técnico-funcionais, nutricionais e sensoriais de ingredientes e formulagdes de
alimentos (Pacheco et al., 2022).

Quanto a modificacdo de proteina, destacam-se as transglutaminases (TGases) em
aplicacdes industriais, pois sdo frequentemente utilizadas devido a sua capacidade de catalisar
reacdes de reticulagdo (polimerizagdo) de proteinas e peptidios (Romeih; Walker, 2017).
Desde 1998, quando a TGase foi aprovada pela Food and Drugs Administration (FDA) e
considerada como Generally Recognized as Safe (GRAS), tem sido amplamente empregada
na industria alimenticia para fornecer produtos com propriedades melhoradas e/ou inovadoras

que atendam as necessidades dos consumidores (Zhao, 2023).

3.2.1 Transglutaminases

A enzima transglutaminase (TGase), como proposto pela International Union of
Biochemistry and Molecular Biology (IUBMB, 2023), pertence a classe das transferases e
possui 0 nome sistematico de proteina-glutamina:amina y-glutamiltransferase (também
chamada de fator Xllla, fibrinoligase, fator estabilizador de fibrina, glutaminilpeptideo y-
glutamiltransferase, transglutaminase tecidual, entre outros) e recebe o numero de

classificagcdo EC 2.3.2.13 (EC, Enzyme Commission), como demonstrado na Figura 1.
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Figura 1 — Numero de classificagdo EC da enzima TGase.

Classe: Transferases

Subclasse: Aciltransferases

/-) Sub-subclasse: Aminoaciltransferases

EC2.3.2.13

\) Nome: Proteina-glutamina y-glutamiltransferase

Fonte: Elaborado pelo autor.

Essa proteina estd amplamente distribuida na natureza e ocorre em diversos tecidos
animais, vegetais e microbianos. Em animais, a TGase tem um papel critico nas ligagdes
cruzadas da fibrina, que estdo envolvidas na coagulacdo sanguinea; e da queratinizagdo,
associado ao desenvolvimento do tecido epidérmico, entre outras fungdes. Nas plantas, parece
estar relacionada com a formagao do citoesqueleto e da parede celular, enquanto em bactérias
a enzima TGase pode estar envolvida na montagem do revestimento em células esporuladas
(Damodaran; Parkin; Fennema, 2010).

A ativacdo das TGases, seja de origem animal ou vegetal, dependem da presenca do
ion Ca®". Essa ativagdo ocorre devido 4 mudanga conformacional da enzima, ap6s a liga¢do do
ion cdlcio, o que leva a exposicdo dos residuos de aminoacidos no centro catalitico (Kolotylo;
Piwowarek; Kieliszek, 2023). No caso da TGase de mamiferos, o mecanismo catalitico ¢é
baseado em uma triade dos aminoacidos Cisteina-Histidina-Aspartato (Cys-His-Asp) nao
adjacentes, enquanto as de origem microbianas sao sequencialmente diferentes, ou seja, Cys-
Asp-His (Duarte et al., 2020) e apresentando apenas um unico residuo de cisteina (Motoki;

Seguro, 1998), conforme ilustrado na Figura 2.
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Figura 2 — Triades cataliticas em TGase microbiana e suas respectivas posi¢des. A linha
tracejada (a esquerda) corresponde a regido do sitio ativo da enzima. A direita,

destaca-se a ampliagcdo da regido tracejada.

Fonte: Miwa (2020), adaptado pelo autor.

A TGase tissular (ou TGase 2) era isolada de porquinhos-da-india e apresentava
coloracdo avermelhada, inviabilizando a sua aplicacdo em produtos alimenticios (Duarte et
al., 2020). A TGase vegetal, por sua vez, € sensivel a luz (Akbari; Razavi; Kieliszek, 2021). A
partir de 1989, a transglutaminase microbiana (mTGase) foi produzida para aplicagdes
industriais através do processo de fermentacdo tradicional utilizando o microrganismo
Streptoverticillium mobaraense, posteriormente classificado como Streptomyces mobaraense.
Ao contrario da TGase animal, a mTGase é independente de ion Ca*" e sua ativagdo ndo
requer cofatores especiais, € ¢ produzida como uma enzima extracelular (Duarte et al., 2019).

Embora o meio de cultura represente cerca de 30% dos custos totais de producdo, os
custos associados a sintese microbiana sdo consideravelmente mais baixos em comparacao
com os custos de producdo de TGase a partir de fontes animais (Kolotylo; Piwowarek;
Kieliszek, 2023). Ao ser isolada de fontes microbianas, facilitou os processos e resultou em
maior economia de energia (Amirdivani et al., 2018). Outra vantagem em relagdo as demais
fontes, se deve também aos maiores rendimentos envolvidos em sua extracdo e purificagcdo

(Fatima; Khare, 2018), o que a torna mais atraente na producao industrial de enzimas.

3.2.1.1 Reagoes catalisadas pela mTGase

Na primeira etapa, o mecanismo de acdo da transglutaminase microbiana, consiste no
ataque do grupo tiol (SH) da cisteina presente no sitio ativo da enzima a cadeia lateral de um

residuo de glutamina (Gln) acessivel no substrato proteico, formando um complexo acil-
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enzima e liberando amoénia (NH3) (Figura 3). Em seguida, na segunda etapa, que depende do

grupo amino aceptor de acil, as TGases podem modificar proteinas incorporando aminas,

formando ligagdes cruzadas intra e intermoleculares ou desamidagdo, causando mudangas

profundas na estrutura molecular das proteinas (Duarte et al., 2020).

Figura 3 — Primeira etapa: mecanismo de acdo da mTGase.

Grupo
vy - carboxiamida

Residuo de glutamina

Grupo Complexo acil-enzima
Tiol A

[ |

. |
Gln — C — NH, | + [HS +Cys — mTGase == Gln — C — S —mTGase + NH,

"""" | I
\—Y—} (0]
Residuo de cisteina
do sitio ativo da

enzima

Fonte: Duarte ef al. (2020) adaptado pelo autor.

A reacdo de incorporacdo de amina ocorre através da transferéncia de grupos vy-

carboxamida de proteinas ou peptideos ligados a residuos de Gln (doador de acil) para uma

variedade de aminas primarias que atuam como aceptores de acil, incluindo o grupo g-amino

de uma lisina livre (Figura 4). Na reagdo de reticulacao, na presenga de um grupo g-amino de

um residuo de lisina (Lys) de uma proteina ou peptideo (Figura 5), reage como um acil-

receptor formando ligagdes e-(y-glutamil)-lisina entre cadeias polipeptidicas dentro da mesma

molécula (intramolecular) ou entre duas moléculas diferentes (intermolecular) (Miwa, 2020).

Figura 4 — Segunda etapa: rea¢do de incorporacdo de amina catalisadas pela mTGase.

Reacio de transferéncia de acil

Grupo
y - carboxiamida

Residuo de glutamina

Grupo Ligacao ¢ - (y - glutamil) - amina
€ - amino |
_________________ [ !
: ; mTGase |
' R — NH, | —_— Gln — C — NHR +  NH;

Amina primaria
ou lisina livre

Fonte: Miwa (2020) adaptado pelo autor.
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Figura 5 — Segunda etapa: reacdo de reticulagdo catalisadas pela mTGase.

Reticulacao (polimerizacio)

Grupo Grupo Ligacdo ¢ - (y - glutamil) - lisina
A

y - carboxiamida € - amino [ \

| ! ; ; | mTGase | |

Gln —- C —NH,; + | HN — 5§l - Gln — C— NH —[§8 + NH,
} ; = o | I |

0 ; - 0

( ] Residuo de lisina

Residuo de glutamina

Fonte: Miwa (2020) adaptado pelo autor.

Na auséncia do grupo e-amino (Figura 6), a agua pode atuar como acil-receptor da
reacdo e os grupos y-carboxamida dos residuos de glutamina sdo desamidados, resultando na
formagao de residuos de acido glutamico, que podem modificar a carga e estabilidade proteica
(Vasi¢; Knez; Leitgeb, 2023), sendo esses grupos carregados negativamente e, por isso, a
capacidade das proteinas de se ligarem a agua ¢ aumentada (Altindag et al., 2015). A reacao
de reticulagdo catalisada pela TGase microbiana ocorre antes das reacdes de transferéncia e
desamidacdo de acil em sistemas alimentares, o que resulta na formacdo de isopeptideos e

polimeros de glutamil-lisina (Gln-Lys) com alto peso molecular (Duarte ef al., 2020).

Figura 6 — Segunda etapa: reacdo catalisada pela mTGase na presenca de agua.

Desamidacao
Grupo
y - carboxiamida
| _________________ mTGase |
Gln — C — NH, + H,0 —_— Gln — C — OH + NH;
o | | I
0 | 0
R \ J
L ) Y
! Residuo de

Residuo de glutamina acido glutamico

Fonte: Miwa (2020) adaptado pelo autor.

Dentre as trés reagdes possiveis catalisadas pela mTGase, apenas a reacdo de
formagdo da ligacdo cruzada (reticulagdo) intra ou intermolecular ¢ de interesse na
modifica¢do das propriedades funcionais e tecnoldgicas de proteinas. No entanto, a reagao

entre os grupos y-carboxiamida de um residuo de GIn de uma proteina e aminas primarias ¢
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uma alternativa interessante para aumentar o valor nutricional de proteinas vegetais devido a

possibilidade de incorporar aminoacidos que sdo considerados limitantes (Dube, 2007).

3.2.1.2 Caracteristicas da mTGase e fatores que influenciam a atividade catalitica

Além de ser independente do ion célcio, a mTGase derivada da cepa S. mobaraense
S-8112 ¢ composta por uma unica cadeia polipeptidica de 331 residuos de aminoécidos, com
uma massa molecular de cerca 38 kDa, metade da massa molecular da TGase de mamiferos
(70-80 kDa). A mTGase derivada de S. mobaraense ¢ considerada estavel em uma ampla
faixa de pH. O pH ideal varia de 5 a 8, mas a enzima ainda mantém alguma atividade
catalitica entre valores de pH 5 e 9, e seu ponto isoelétrico ¢ igual a 9 (Miwa, 2020).

Ando ef al. (1989), avaliaram a temperatura 6tima de atividade da mTGase derivada
de S. mobaraense, que foi de 50 °C, permanecendo totalmente ativa durante 10 minutos em
pH 6, utilizando CBZ-glutamil glicina e hidroxilamina como substratos. De acordo com
Yokoyama, Nio e Kikuchi (2004), quando incubada a 70 °C, a enzima perde sua atividade em
poucos minutos. A mTGase demonstra atividade mesmo a 10 °C, e em temperaturas
ligeiramente acima do ponto de congelamento. A Tabela 1 apresenta uma comparagdo entre

as TGases de origem animal e microbiana, destacando as principais diferencas entre elas.

Tabela 1 — Propriedades otimas e caracteristicas de transglutaminase de diferentes origens.

Transglutaminase
Parametro Animal Microbiana
(figado de porquinhos-da-india) (S. mobaraense)
Faixa de temperatura (°C) 50-55 45 -55
Faixa de pH 6-75 5-9
pH 6timo 6 5-8
Ponto isoelétrico 4,5 9
Peso molecular (Da) 76620 37862
fon Ca®™ Dependente Independente

Fonte: Miwa (2020), adaptado pelo autor.
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Com relagdo a sensibilidade da TGase microbiana, descobriu-se que os cations Cu®’,
Zn*, Pb*" e Li" inibem significativamente a atividade da enzima derivada de S. mobaraense.
Esses metais, que se ligam ao grupo tiol (SH), sugerindo que o residuo de Cys faz parte do
sitio ativo da enzima (Motoki; Seguro, 1998). A inibicdo também acontece quando estd em
contato com o oxigénio, devido a oxidagao do grupo sulfidrila (Gées-Favoni; Bueno, 2014).

Quanto a especificidade pelo substrato, a maioria das proteinas de matrizes
alimentares podem ser reticuladas pela mTGase. Isso inclui caseinas de leite, a-lactalbumina e
B-lactoglobulina, proteinas de gema e clara de ovo, actinas, miosinas e fibrinas, globulinas de
leguminosas, gliten de trigo, (conforme a Figura 7, que indica qualitativamente a reatividade)
e a independéncia de calcio como cofator ¢ altamente significativo, pois algumas proteinas

(como a caseina, miosina e globulina de soja) podem ser precipitadas indesejavelmente na

presenca desse ion (Motoki; Seguro, 1998; Yokoyama; Nio; Kikuchi, 2004).

Figura 7 — Reatividade da TGase derivada de S. mobaraense com proteinas alimentares.
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Fonte: Vasi¢; Knez e Leitgeb (2023), adaptado pelo autor.

3.2.1.3 Aplicagoes na area de alimentos e legislagdo brasileira

A transglutaminase pode ser a solugdo para muitos problemas tecnoldgicos no setor

alimenticio, tendo em vista sua capacidade de formar ligacdes covalentes entre as cadeias
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laterais dos residuos dos aminoacidos Gln e Lys. No mercado, existem diversas preparagdes
enzimaticas de TGase que sdo obtidas a partir de biossintese via Streptoverticillium
mobaraense (Kieliszek; Misiewicz, 2014), e a marca ACTIVA®, da Ajinomoto Food
Ingredients, foi a pioneira no mundo na producdo de mTGase para aplicagdes alimenticias, e
comecgou a ser comercializada no Brasil em 1998 (AJINOMOTO, 2018).

Desde entdo, o Grupo Ajinomoto passou a desenvolver outras aplicagdes € novas
preparagdes enzimaticas ACTIVA®, em resposta as necessidades da industria de alimentos e,
atualmente, existem preparacdes destinadas aos produtos carneos, lacteos, plant-based,
panificados e massas. No Brasil, conforme definido no Anexo I da Resolugdo da Diretoria
Colegiada - RDC n.° 728, de 1° de julho de 2022 da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitéaria
(ANVISA, 2022), o uso de transglutaminase na industria alimenticia ¢ permitido, desde que
seja obtida exclusivamente a partir dos microrganismos Streptoverticillium mobaraense ou
Streptomyces mobaraense.

Nesse caso, conforme definido na RDC n.° 728, de 1° de julho de 2022, ¢ autorizado
o uso da enzima TGase para a elaboracdo de prepara¢do enzimdtica para 0 uso como
coadjuvante de tecnologia de fabricag¢do para a producdo de alimentos destinados ao consumo
humano. De acordo com a RDC n.° 778, de 1° de marco de 2023 da ANVISA, coadjuvante de

tecnologia de fabricagdo ¢ definido como:

Toda substincia ou matéria, excluidos equipamentos e utensilios, que ndo se
consome como ingrediente por si sO e que se utiliza intencionalmente na elaboracdo
de matérias-primas, ingredientes ou alimentos, para alcancar uma finalidade
tecnoldgica durante seu tratamento ou elaboracio, podendo resultar na presenca nao
intencional, porém inevitavel, de residuos ou derivados no produto final.

A regulamentacdo atualmente vigente sobre os Requisitos Técnicos de Identidade e
Qualidade (RTIQ) dos presuntos (Portaria da Secretaria de Defesa Agropecuaria - SDA n.°
765, de 6 de abril de 2023), aprovada pelo Ministério da Agricultura e Pecuaria (MAPA) do
Brasil, por exemplo, permite o uso da transglutaminase como coadjuvante de tecnologia na
fabricagdo desse tipo de produto. Sendo assim, ¢ importante que o RTIQ de outros tipos de
alimentos possa prever o uso da TGase microbiana, visto que ¢ um indicativo das vantagens
tecnologicas da sua aplicagao.

O sucesso da mTGase esta no desenvolvimento de aplicagdes no processamento de
alimentos e suas preparagdes enzimaticas sdo fundamentais para a industria, destacando-se
pela sua praticidade e beneficios tecnoldgicos. Muitos estudos exploram o uso de mTGase em

varios campos, especialmente na area alimenticia, envolvendo a reticulacdo de proteinas
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(Figura 8), devido a sua capacidade de aprimorar diversas propriedades das proteinas
alimentares sem afetar ou até mesmo melhorar o valor nutricional do alimento, possibilitando
também o desenvolvimento de produtos inteiramente novos, como filmes de proteina usados

para fazer o revestimento de vegetais e frutas frescas e produtos alimenticios processados para

estender sua vida de prateleira (Amirdivani ef al., 2018).

Figura 8 — Possibilidades de aplicagdes de mTGase na industria alimenticia.

)
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alimenticios Reticulagdo de proteinas

Fonte: Elaborado pelo autor.

3.2.1.3.1 Produtos a base de carne

A actina e a miosina, que constituem a maioria das proteinas miofibrilares, sdo
substratos importantes que tém influéncia significativa na qualidade da textura de produtos
carneos ¢ podem ser reticuladas pela mTGase. A industria de carnes ¢ uma das areas mais
promissoras para essa enzima, especialmente em produtos reestruturados, os quais auxiliam
na produgao de alimentos a base de carne bovina, suina, de aves e de pescado, permitindo usar
matérias-primas de qualidade inferior (carne mecanicamente separada, coldgeno e proteinas
do sangue), para produzir produtos com maior valor nutricional, complementando-os com
aminoacidos essenciais (lisina exoégena) (Kolotylo; Piwowarek; Kieliszek, 2023).

Segundo Duarte et al. (2019), a reestruturacdo de carnes garante maior firmeza
diminuindo a perda de qualidade durante o cozimento do produto, e a reticulagdo de proteinas
e outros compostos do sistema de gel provoca alteragdes no contetido proteico da matriz

alimentar, obtendo melhoria na textura, estabilidade térmica, propriedades emulsificantes,
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gelificagdo e aumento da capacidade de retengdo de dgua (CRA), resultando em um produto
com propriedades sensoriais semelhantes aos convencionais.

A mTGase proporciona uma forte ligacdo entre pedacos de carne sem a necessidade
de tratamento térmico, ou adi¢do de sal e fosfatos. A reducdo do teor de sddio em produtos
carneos interfere diretamente na qualidade, resultando na menor extracdo proteica e,
consequentemente, menor poder de ligacdo. No entanto, como estratégia, a industria de carnes
processadas tem utilizado essa enzima em produtos com baixo teor de sodio, pois, além de
contribuir com a melhoria da textura, atende aos requisitos dos consumidores, devido a
preocupacdo com a saude relacionada ao elevado teor de sédio em sua formulagdo dos

alimentos (Kolotylo; Piwowarek; Kieliszek, 2023).

32132 Produtos a base de leite

A qualidade e funcionalidade de produtos lacteos sdao consideradas fatores
importantes, principalmente para a melhor apreciagdo dos consumidores. Como estratégia
para alcancar melhores propriedades biofuncionais, nutricionais e tecnoldgicas, a reticulagao
de proteinas por transglutaminase tem sido favoravel. Ao mesmo tempo, pode proporcionar a
reducdo de custos relacionados a producao, possibilitando a diminui¢do da quantidade de
gordura e estabilizante no produto final, pois tanto a caseina quanto a a-lactalbumina e -
lactoglobulina do soro de leite sdo excelentes substratos receptores e/ou aceptores de acil para
a TGase (Duarte et al., 2019; Kolotylo; Piwowarek; Kieliszek, 2023).

Embora existam algumas diferencas entre as proteinas do leite em relagao a reacao
de reticulacdo, os beneficios trazidos pela aplicagdo de mTGase em produtos lacteos incluem
aumento da resisténcia do gel e melhoria da estabilidade e viscosidade de armazenamento
(Duarte ef al., 2019). As caseinas, principais proteinas do leite, sdo excelentes substratos para
a mTGase, devido ao baixo grau de estrutura terciaria, flexibilidade e auséncia de quaisquer
ligagdes dissulfeto nas o -caseina e P-caseina, permitindo que os grupos reativos estejam
expostos (Romeih; Walker, 2017).

Em comparagdo com as caseinas, as proteinas globulares do soro de leite
(estabilizadas por ligacdes dissulfeto), no seu estado nativo, sdo substratos menos eficazes
para a a¢dao da TGase. Por conta disso, requerem modificagdes preliminares que podem ser
alcancadas por desnaturacdo térmica, agentes redutores, aumento do valor do pH ou pela
aplicagdo de alta pressao hidrostatica. Esses tratamentos, além de afetarem as interagdes entre

a mTGase e seus inibidores presentes no soro do leite, induzem a desnaturagdo proteica do
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soro e/ou clivagem das ligacdes dissulfeto, causando o desdobramento das proteinas do soro e
a exposicao de potenciais regides para reticulacdo (Vasi¢; Knez; Leitgeb, 2023; Romeih;
Walker, 2017).

A cremosidade, homogeneidade, suavidade e consisténcia em coalhada, sorvete, leite
e queijo, podem ser alcangadas através da reticulagdo. A mTGase pode melhorar a CRA do
gel de iogurtes, por exemplo, que tém como desvantagem a sinérese mediante mudanga de
temperatura ou impacto fisico (Fatima; Khare, 2018). J& com relacdo aos sorvetes,
estruturados pela agdo de proteinas do leite, que contribuem para a formagdo e coalescéncia
parcial da estrutura gordurosa (adsorvidas na interface do ar, levando a aeragdo e estabilidade
da espuma), com a aplicagdo da mTGase, pode melhorar sua consisténcia, devido aos

polimeros de alto peso molecular formados por reticulagdao (Goes-Favoni; Bueno, 2014).

32.133 Produtos a base de cereais e leguminosas

Em todo o mundo, produtos a base de cereais tém sido consumidos como alimento
basico em diversas formas, como fonte de energia e nutrientes, incluindo produtos de
panificacdo, massas, salgadinhos, cereais matinais e outros. No caso de pdes, o gluten ¢
responsavel pela viscoelasticidade e consisténcia inicas da massa de trigo e pela textura do
produto e da massa resultante. Quanto aos alimentos sem gluten, paes e biscoitos sdo os mais
consumidos mundialmente, e sdo preparados principalmente com farinhas isentas de gluten,
como cereais (milho, arroz, sorgo), pseudocereais (amaranto, trigo sarraceno, quinoa) e
leguminosas (grao de bico, soja) (XU et al., 2020).

A doenga celiaca (DC), prevalente em cerca de 1% da popula¢do mundial, ¢ uma
intolerancia permanente a determinadas prolaminas, em diferentes graus, caracterizada por
atrofia da mucosa do intestino delgado e, consequentemente, ma absor¢do de nutrientes. O
unico tratamento eficaz para a DC ¢ a adesao estrita a uma dieta isenta de gluten durante toda
a vida (Goes-Favoni; Bueno, 2014). A disponibilidade diversificada de produtos de
panificagcdo sem gliiten aumenta a escolha para individuos que possuem alguma restricao (XU
et al., 2020). No entanto, essa substituicdo do gliuten € o principal problema tecnolégico no
processamento de panificados e, por isso, a mTGase se tornou atraente para essa area.

A aplicagdo de mTGase em proteinas de cereais de trigo (especialmente em
globulinas, gluteninas, gliadinas, prolaminas) tem atraido enorme interesse da industria de
panificagdo, pois tem a vantagem de melhorar as propriedades funcionais e o comportamento

da massa, incluindo estabilidade, elasticidade, resiliéncia e adsor¢ao de agua (com tamanho de
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poro e volume de massa adequados), determinando sua qualidade, a medida que ocorrem
ligacdes cruzadas entre as cadeias polipeptidicas de prolamina (Fatima; Khare, 2018;
Kolotylo; Piwowarek; Kieliszek, 2023).

A modificagdo do glaten, realizada por meio da formacdo de ligacdes cruzadas
usando mTGase, pode reduzir a imunorreatividade associada a doencga celiaca (Singla, 2024).
Segundo o autor, a transamidacao de residuos de gliadina em farinha de trigo estd ligada ao
¢éster alquilico de lisina, resultou em uma reducdo na resposta inflamatéria em pacientes
intolerantes ao gluten. A farinha de trigo mediada por mTGase promove a formacao de gluten
transamidado soluvel, resultando em um produto de gliten significativamente reduzido. Além
disso, este produto processado demonstra uma incapacidade de ativar a resposta inflamatéria
associada a gliadina. Esta abordagem pode ser uma estratégia promissora para aumentar o
valor nutricional e sensorial de alimentos livres de gluten.

Pesquisadores utilizaram farinhas com e sem gluten (farinhas de trigo, cevada e soja
e suas misturas), confirmando a polimerizagdo das proteinas dessas farinhas a partir da
mTGase, em que houve o aumento da CRA, adsor¢do de gordura e estabilidade da emulsao.
Foi sugerido que a ligag@o cruzada de proteinas com a mTGase pode produzir funcionalidade
unica e aprimorada, proporcionando oportunidades de uso dessa enzima em novos produtos,
mesmo em trigo misturado com farinha de cevada ou soja (Amante; Fante; Pires, 2020).

Com relagdo a CRA em emulsdes e espumas, Gaspar e Goes-Favoni (2015), em sua
revisdo, relataram que diminuiu a perda durante o cozimento do pdo de farinha de trigo
sarraceno e de arroz integral com mTGase adicionada, indicando um aumento na CRA das
proteinas. Isso foi atribuido a desamidagdo dos residuos de glutamina, aumentando a
hidrofilicidade da proteina, aliada a forte estrutura gel resultante da polimerizacdo entre as
proteinas. Assim, tanto as reagdes de desamidacdo quanto a formacgdo de ligacdes cruzadas
catalisadas pela mTGase, influenciam diretamente a CRA em diferentes substratos proteicos.

Devido a natureza complexa das proteinas do farelo de arroz, a disponibilidade de
concentrados e isolados comerciais de farelo de arroz ¢ limitada. O teor de proteina bruta no
arroz (em torno de 5 a 10%) ¢ significativamente menor em comparagdo com outros graos. As
proteinas do arroz por si s6 ndo sdo capazes de formar uma estrutura forte o suficiente para
reter o gas produzido durante a fermentagdo. Entretanto, ¢ importante notar que o teor de
lisina, um dos substratos adequados para reagdes de reticulacdo de proteinas com mTGase, ¢
mais de 50% maior em comparacdo ao trigo (Kolotylo; Piwowarek; Kieliszek, 2023).

Vale ressaltar que o efeito da mTGase depende da sua concentracdo, da qualidade da

farinha de trigo e da fonte de proteina utilizada na formulagdo, podendo ser observado um
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efeito negativo em niveis mais elevados da enzima no volume de paes, por exemplo, devido a
reticulagdo adicional, resultando numa massa forte (Akbari; Razavi; Kieliszek, 2021). A agao
da mTGase foi testada em macarrdo instantdneo e massas, que apresentaram maior resisténcia
mesmo quando utilizado farinha de baixa qualidade, evitando a deterioracdo da textura
durante o cozimento, mantendo sua firmeza e elasticidade (Fatima; Khare, 2018).

A proteina isolada de soja ¢ amplamente usada como ingrediente nas dietas ou em
alimentos processados, por conta do seu valor nutricional e propriedades funcionais. As
globulinas 11S e 7S (glicinina e B-conglicinina, respectivamente), constituem cerca de 70%
do conteudo total de proteinas da soja, e sdo bons substratos para a mTGase (Kolotylo;
Piwowarek; Kieliszek, 2023). Um produto tipico da soja, o tofu, ¢ obtido através da
coagulagdo com adi¢do de Ca®’, Mg*" e/ou glucono-6-lactona, sendo dificil produzir um
produto de longa duracdo, pois a textura macia e suave ¢ facilmente destruida pela etapa de
esterilizacdo. Porém, essa textura macia do tofu esterilizado pode ser mantida por muito mais
tempo com a adigdo da mTGase (Motoki; Seguro, 1998; Yokoyama; Nio; Kikuchi, 2004).

Altindag et al. (2015), em sua pesquisa, utilizaram diversas combinagdes de
diferentes tipos de farinha (trigo sarraceno, milho e arroz) e avaliou o efeito da farinha e da
adi¢do de mTGase na qualidade de biscoito. O teor de umidade e a propor¢do de
espalhamento dos biscoitos preparados com adicdo da enzima foram superiores aos dos
biscoitos preparados sem adicdo da mTGase. A adigdo dessa enzima teve um efeito
significativo nas propriedades texturais (dureza e fraturabilidade), e os biscoitos adicionados

de mTGase eram mais macios, porém mais quebradicos.
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4 MATERIAL E METODOS

As andlises deste estudo foram realizadas em laboratorios da Universidade Federal de
Santa Catarina (UFSC), abrangendo o Laboratério de Oleos e Gorduras (LOG), Laboratdrio
de Panificagdo da Usina Piloto de Alimentos, Laboratério de Frutas e Hortaligas (LFH) e
Laboratorio de Analises de Alimentos (LABCAL) do Departamento de Ciéncia e Tecnologia
de Alimentos (CAL), localizado no Centro de Ciéncias Agrarias (CCA); e o Laboratério 2 da
Central de Andlises do Departamento de Engenharia Quimica e de Alimentos (EQA), do
Centro de Tecnologico (CTC).

4.1 ELABORACAO DOS BISCOITOS

4.1.1 Material

A castanha-do-brasil foi recebida de doagdo da industria brasileira Uniagro Ind. Com.
Produtos Alimenticios Ltda. (Porto Alegre, RS), e armazenada em temperatura de
congelamento (-18 °C) até sua utilizagdo. A gordura vegetal foi obtida através de doagao da
industria brasileira Cargill. Os demais ingredientes utilizados para elaboragdo dos biscoitos
(farinha de arroz, fécula de mandioca, amido de milho, dentre outros) foram adquiridos no
comeércio local da cidade de Floriandpolis, SC.

O preparado enzimatico da marca ACTIVA STG-F, a base de transglutaminase
microbiana (proveniente do microrganismo Streptomyces mobaraense), desenvolvido pela
Ajinomoto do Brasil, foi recebido como doacdo. Segundo o fabricante, esse preparado
enzimatico ¢ indicado para aplicagdes em farinhas, massas e produtos panificados, e contém
em sua formulagdo maltodextrina, proteina isolada de trigo e o coadjuvante de tecnologia
transglutaminase (> 0,1%). Além disso, em sua embalagem, consta que o preparado

enzimatico contém gliten em sua composi¢ao.

4.1.2 Pesagem do preparado enzimatico

Devido a pequena quantidade de mGTase estabelecida para as formulagdes dos
biscoitos, a enzima foi misturada com amido de milho na propor¢do de 1:4 (m/m). Em

seguida, a enzima foi testada na dosagem minima e maxima recomendadas pelo fabricante
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(0,0085% e 0,0140%, m/m, respectivamente), com base na quantidade de mix de farinha da
formulacao dos biscoitos (farinha de arroz e de castanha-do-brasil, fécula de mandioca e

amido de milho).

4.1.3 Obtencio da farinha de castanha-do-brasil

A obtencdo da farinha de castanha-do-brasil seguiu a metodologia descrita por
Polmann et al. (2019). As améndoas foram previamente aquecidas a 40 °C por 2 horas e
prensadas 3 vezes consecutivas até 10 ton em prensa hidraulica (Te 098 - Tecnal®, Piracicaba,
Brasil, carga maxima 16 ton) no laboratério LOG do CAL/CCA/UFSC. A torta de prensagem
(coproduto da castanha-do-brasil) foi moida, peneirada, embalada em sacos plésticos (Nylon
Poli, 12 mm) a vacuo e armazenada a -18 °C até posterior utilizacdo. Esse procedimento de

padronizacao foi definido em estudo em andamento no grupo de pesquisa (Fabri, 2024).

4.1.4 Preparo dos biscoitos

Os biscoitos foram elaborados de acordo com dissertacdo do grupo de pesquisa que
estd em andamento (ainda ndo publicada), sem ajustes na formulagdo (Fabri, 2024). No
entanto, foi estabelecida a adi¢dao de duas diferentes concentracdes enzimaticas de 0,0085% e
0,0140% (ou 85 ppm e 140 ppm, respectivamente, valores de concentracdo minima e maxima
sugeridos pelo fabricante) com base na quantidade de farinha utilizada, além da formulacao

Controle (sem enzima), conforme apresentado na Tabela 2.

Tabela 2 — Formulagdes de biscoitos sem gliiten sem enzima (Controle) e com adigao de

85 ppm e 140 ppm (C85 e C140, respectivamente) de mTGase.

Formulacao (g/100 g)
Ingrediente
Controle C85 C140
Mix de farinha (exceto amido) 64,33 64,33 64,33
Amido de milho 12,17 12,17 12,17
Gordura vegetal 11,00 11,00 11,00
Demais ingredientes 12,50 12,50 12,50
mTGase 0,00 0,0065 0,0107

Agua 32,5 32,5 32,5
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As etapas para a elabora¢do dos biscoitos (Figura 9), realizadas na usina de
Panificagdo da Usina Piloto de Alimentos do CAL/CCA/UFSC, seguem procedimento
definido na dissertagdo em andamento no grupo de pesquisa (Fabri, 2024). Apds a adicdo da
transglutaminase microbiana, a enzima foi incubada durante 1 (uma) hora a temperatura

ambiente, para garantir sua acao.

Figura 9 — Etapas de elaboracdo dos biscoitos.

1B

Pesagem Pesagem dos Mistura dos ingredientes e
da mTGase ingredientes adicdo da mTGase

|

e

Incubagdo da mTGse a
temperatura ambiente por 1h

Extrusao e Forneamento

Distribuicao da
moldagem da massa na forma da massa a
massa 180 °C por 10 min

Fonte: Elaborado pelo autor.

42  DETERMINACAO DAS PROPRIEDADES FISICAS DOS BISCOITOS

4.2.1 Atividade de dgua

A atividade de agua (Aw) das trés formulacdes de biscoitos foi determinada
utilizando um higrometro digital (Aqualab, Modelo Series 4 TE, Decagon Devices, Inc.,
Pullman, EUA) do laboratério LABCAL do CAL/CCA/UFSC, calibrado com 4gua destilada
(Aw = 1,00), pela medida do ponto de orvalho a 25 °C. As amostras de biscoito foram
moidas e analisadas em triplicata para cada formulacao (Controle, C85 ¢ C140) um dia apds o

preparo dos biscoitos.
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4.2.2 Cor instrumental

A cor dos biscoitos foi medida de acordo com o sistema CIELab através de um
colorimetro (Minolta Chroma Meter CR-400, Osaka, Japao) do LFH do CAL/CCA/UFSC. Os
resultados obtidos foram expressos em termos de valores L* (luminosidade), a* (vermelho
para verde, valores positivos para negativos, respectivamente) e b* (amarelo para azul,
valores positivos para negativos, respectivamente). A partir disso, o indice de escurecimento
(IE) de dez biscoitos de cada formulagdo (n = 10) foi calculado através da Equagdo 1
(Shaabani et al., 2018), parametro importante associado ao escurecimento que representa a

purcza da cor marrom.

100 a*+175L"
IE -0,31

T 017\5,645L + a* — 3,012 b* (1)

4.2.3 Teste de resisténcia ao corte

O teste de corte seguiu a metodologia descrita por Martendal et al. (2023) modificada.
Um dia apds o preparo dos biscoitos, dez unidades de cada formulacdo (n = 10) selecionadas
aleatoriamente, foram analisadas em um texturdmetro TA-XT2-Plus (Stable Micro Systems,
Godalming, UK) no laboratorio da Central de Andlises do CTC/EQA/UFSC, com célula de
carga de 50 kg, equipado com uma lamina de cisalhamento Warner-Bratzler (probe em
formato de forquilha, “V” invertido, de 45 mm, com ajustes de velocidade pré-teste de
2 mm/s, velocidade de teste de 1 mm/s, velocidade pos-teste de 10 mm/s, for¢a de contato de
7 g e distancia de 15 mm). A dureza correspondeu ao pico maximo, no primeiro ciclo de

compressao.

4.2.4 Teste de perfuracao

O teste de perfuragdo seguiu a metodologia descrita por Tyagi et al. (2007).
Aleatoriamente, dez amostras de biscoitos de cada formulagdo foram selecionadas (n = 10) e
analisadas em texturdmetro TA-XT2-Plus (Stable Micro Systems, Godalming, UK) equipado
com uma agulha de perfuracdo e com configuracdo de velocidade pré-teste de 2 mm/s,
velocidade de teste de 3,5 mm/s, velocidade pos-teste de 10 mm/s, e célula de carga de 50 kg,

com deformac¢do definida em 60%. A curva de for¢a versus distdncia obtida, a dureza do
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biscoito corresponde a forga maxima e a resisténcia a perfuragdo foi considerada como a area

sob a curva.

4.2.5 Dimensoes e fator de expansiao dos biscoitos

No plano vertical, a espessura dos biscoitos foi determinada a partir da média da
altura de dois pontos centrais e dos quatro pontos mais altos das extremidades dos biscoitos.
Ja com relagdo ao plano horizontal, para cada lado dos biscoitos, foram medidos a largura e o
comprimento de cada extremidade e calculada a média desses quatro pontos. As dimensoes
foram medidas com um paquimetro com precisdao de 0,05 mm.

O fator de expansdo (FE), ou também chamado de taxa ou fator de espalhamento, foi
determinado conforme a metodologia descrita por Liu et al. (2021) com modificagdes. Dez
amostras de cada formulagdo de biscoitos foram selecionadas de maneira aleatoria apds o
forneamento (n = 10), sendo determinado o FE pela razdo entre o valor médio das medidas
horizontais de largura e comprimento (H), e o valor médio das medidas verticais de espessura
(V), foram calculadas através da Equacao 2:

H

=y @)

4.2.6 Perda de massa

Para cada formulagdo de biscoitos elaborada, dez amostras foram selecionadas de
maneira aleatoria (n = 10) e realizadas as pesagens em balanca analitica digital, antes (massa
M; correspondente aos biscoitos crus) e apos a etapa de forneamento (massa M dos biscoitos
assados), onde foram anotados os valores e calculada a perda de massa (PM) através da

Equagdo 3 para posterior avaliagdo:
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4.2.7 Analise do perfil de textura da massa crua

A andlise do perfil de textura, ou TPA (do inglé€s Texture Profile Analysis), da massa
crua foi determinada de acordo com Martendal ef al. (2023) modificado. Dez amostras de
massa de cada formulacao, com cerca de 15 g cada (n = 10), foram preparadas, modeladas em
formato esférico e analisadas no mesmo dia em um texturdmetro TA-XT2-Plus (Stable Micro
Systems, Godalming, UK). O equipamento foi ajustado com célula de carga de 50 kg. Para o
teste, foi utilizada uma sonda cilindrica de 35 mm de didmetro, com velocidade pré-teste de
2 mm/s, velocidade de teste de 1 mm/s, velocidade pos-teste de 4,5 mm/s, forga de contato de

7 g e distancia de 4 mm.

43  ANALISE ESTATISTICA

O software Statistica versao 13.0 (Stat Soft Inc., Tulsa, USA) foi utilizado para tratar
os dados quantitativos das analises realizadas e a diferenca entre as amostras foi avaliada pela
Anadlise de Variancia (ANOVA) unidirecional, seguida do teste de Tukey. Os resultados
foram expressos como média + desvio padrdo amostral, utilizando-se critério de 95% de
confianga. Para avaliacdo, os valores de p < 0,05 foram considerados estatisticamente

significativos para todas as comparagdes.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1  ATIVIDADE DE AGUA

Todas as amostras apresentaram Aw inferior a 0,2 e apresentaram diferenca
estatistica significativa entre si (p < 0,05), sendo que houve aumento nos valores de Aw
como aumento da concentracio de mTGase (Tabela 3). De acordo com Labuza e
Altunakar (2020), alimentos com valores de Aw menores do que 0,2 (caracterizado como
alimentos muito secos) sdo mais propensos apenas a degradagdo causada pela oxidacdo
lipidica. Porém, esses valores sdo favoraveis para evitar o crescimento microbiano
(Aw <0,6), escurecimento e reagdes enzimaticas (Aw < 0,2) e as mudancas de estado fisico,

como a perda de crocancia (Aw < 0,35 e Aw > 0,45).

Tabela 3 — Atividade de 4gua das amostras de biscoito analisadas com diferentes

concentracdes de mTGase.

Amostra Atividade de agua

Controle 0,0878 +£0,0055 ¢
C85 0,1413 £0,0075°
C140 0,1557 +0,0021 *

Controle - formulagdo isenta de mTGase (0 ppm); C85 - formulagdo com 85 ppm de mTGase; C140 -
formulagdo com 140 ppm de mTGase. Valores apresentados como média + desvio padrao (n = 10). Médias com

letras diferentes sobrescritas indicam diferenga significativa (p < 0,05).

5.2 COR INSTRUMENTAL

Como ¢ possivel observar na Tabela 4, os parametros colorimétricos instrumentais das
diferentes formulagdes de biscoito tratadas com e sem mTGase, nos valores de L*, a
formulagdo com C140 apresentou diferenca estatistica entre as demais formulacdes (p < 0,05).
As amostras Controle e C85 nao apresentaram diferenca significativa entre si (p > 0,05), o
que indica que a baixa concentracao de enzima ndo afeta essa caracteristica. Em contrapartida,

a formulacdo C140 apresentou coloragdo significativamente mais clara em relacdo ao

Controle e C85 (p <0,05).
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Tabela 4 — Parametros colorimétricos das amostras de biscoito analisadas com diferentes

concentracdes de mTGase.

Parametros colorimétricos Indice de
Amostra Foto do

L* a* b* escurecimento biscoito

Controle 58,51+0,88" 6,12+0,63* 20,68+0,89* 50,58 +3,91"

C85 59,47+0,90° 495+0,40" 19,00+0,55" 4394+231°"

Cl40 60,53 +1,01" 4,61+0,53" 18,73 +1,10" 42,03+3,74°

Controle - formulag@o isenta de mTGase (0 ppm); C85 - formulagdo com 85 ppm de mTGase; C140 -
formulagdo com 140 ppm de mTGase. Valores apresentados como média + desvio padréo (n = 10). Médias com

letras diferentes sobrescritas em cada coluna indicam diferenga significativa (p < 0,05).

Em relagdo as coordenadas a* e b*, para valores positivos, que diz respeito a
tendéncia a coloragdo vermelha e amarela, respectivamente, o Controle se mostrou
estatisticamente diferente com relagdo as demais amostras (p < 0,05), apresentando maior
tendéncia a essas cores. No entanto, as amostras C85 e C140 ndo apresentaram diferenga
estatistica entre si (p > 0,05), indicando que a adi¢do da mTGase na formulagdo desses
biscoitos possui pouca influéncia na tendéncia as cores vermelha e amarela.

Acerca do indice de escurecimento (IE), um parametro que representa a pureza da cor
marrom, as amostras com enzima nao tiveram diferenca significativa entre si (p > 0,05), mas
em relacdo a formulacdo Controle, a adi¢do de mTGase influenciou significativamente na
diminui¢do do IE dos biscoitos (p < 0,05).

De maneira similar, ao avaliar o efeito da mTGase em combina¢do com isolado
proteico de grdo-de-bico (IPGB), na concentra¢do 1,5% de enzima em relagdo a farinha e
aumentando o nivel de IPGB, Shaabani et al. (2018) observaram a diminuic¢ao do IE da crosta
de muffins sem gliten a base de farinha de milheto. Os resultados obtidos neste estudo
corroboram as observagdes relatadas pelos autores citados, apontando que a diminui¢do do IE
pode ser atribuida a formagdo da ligagdo cruzada de glutamina e lisina pela mTGase e o
aumento da absorcdo de dgua. Devido a esses fatores, principalmente quanto a rede proteica
formada, os autores sugeriram que menos aminodcidos (especialmente a lisina)
foram disponibilizados para que ocorressem as reagdes de Maillard. No entanto, também

notou-se que, na menor concentragdo de IPGB, ao aumentar a mTGase, o IE aumentou
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significativamente, podendo ser pela presenca de maltose na enzima comercial, aumentando

as reagOes de escurecimento na crosta.

53 TESTE DE RESISTENCIA AO CORTE

Um dos principais fatores que contribuem para a qualidade e o consumo de biscoitos
envolve as propriedades texturais. A dureza ¢ uma das caracteristicas texturais mais
importantes para esse tipo de produto; ¢ medida como a forca maxima para quebrar o biscoito
(Mancebo, Picon e Gomez, 2015). Assim, avaliando os biscoitos quanto a esse atributo,
conforme apresentado na Tabela 5, o aumento da concentragdo de enzima na formulagao
provocou a diminui¢do na dureza dos biscoitos, e as formulagdes Controle e C140
apresentaram diferenca estatistica entre si (p < 0,05). No entanto, a amostra C85 ndo se

diferenciou significativamente das demais amostras (p > 0,05).

Tabela 5 — Teste de resisténcia ao corte das amostras de biscoito analisadas com diferentes

concentracdes de mTGase.

Amostra Dureza (N) Resisténcia ao corte (N)

Controle 3499,02 + 803,83 * 5490,53 +£3299,24 *
C85 2813,65+571,35°° 5821,63 +4135,77 ¢
C140 2597,50 + 830,95 ° 5928,42 + 7440,37 *

Controle - formulagdo isenta de mTGase (0 ppm); C85 - formulagdo com 85 ppm de mTGase; C140 -
formulagdo com 140 ppm de mTGase. Valores apresentados como média + desvio padréo (n = 10). Médias com

letras diferentes sobrescritas em cada coluna indicam diferenga significativa (p < 0,05).

Altindag et al. (2015) desenvolveram pesquisa com biscoitos sem gliten com
diferentes farinhas e combinagdes delas (farinhas de trigo sarraceno; trigo sarraceno e milho;
trigo sarraceno e arroz; trigo sarraceno, milho e arroz), testando a adicdo de mTGase a
0,002% com base na quantidade de farinha. A enzima causou diminui¢do nos valores de
dureza, sugerindo que a aplicacdo da mesma resultou em melhor capacidade de reteng¢do de
agua ao formar uma rede proteica. A diminuicdo na dureza pode ser considerada como
consequéncia de um aumento no teor de umidade dos biscoitos atribuida as ligagdes
isopeptidicas formadas pela TGase microbiana.

Além do mais, é notavel que, apesar de haver uma tendéncia nos valores da forca

necessaria para que ocorra o corte (ou ruptura) dos biscoitos ser maior conforme o aumento da
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concentracdo de enzima, ndo houve influéncia significativa provocada pela mTGase entre as
formulagdes testadas (p > 0,05).

Entretanto, as medidas instrumentais de textura atuam como uma ferramenta 1til para
estudar os perfis de dureza de uma amostra, contribuindo para a obtencdo de parametros
analiticos especificos, facilitando comparacdes. Contudo, ¢ evidente que essas medi¢des
apresentam limitagdes ao tentar emular o comportamento distinto do alimento na boca. A
percepcdo e avaliagdo humana da textura, em um contexto sensorial, sdo altamente
sofisticadas, envolvendo interagdes complexas entre as propriedades das amostras e a forma

como os sentidos trabalham na mente humana (Wesley, André e Clerici, 2021).

54  TESTE DE PERFURACAO

Conforme apresentado na Tabela 6, com o aumento da concentragdo de TGase
microbiana, as formulagdes nao apresentaram diferenca significativa entre si (p > 0,05),
apesar da tendéncia de diminuicdo da forca necessdria para perfurar as amostras de biscoitos

no teste (com valores variando entre 21,449 N e 17,228 N).

Tabela 6 — Teste de perfuracao das amostras de biscoito analisadas com diferentes

concentracdes de mTGase.

Amostra Dureza (N)

Controle 21,449 + 3,666 *
C85 18,827 £ 4,402 *
C140 17,228 3,994 *

Controle - formulag@o isenta de mTGase (0 ppm); C85 - formulagdo com 85 ppm de mTGase; C140 -
formulagdo com 140 ppm de mTGase. Valores apresentados como média + desvio padrao (n = 10). Médias com

letras diferentes sobrescritas indicam diferenga significativa (p < 0,05).

5.5 FATOR DE EXPANSAO

O fator de expansdo vem sendo comumente utilizado para predizer a qualidade de
biscoitos, que associa elevados valores a uma maior qualidade, proporcionando alto
rendimento. Isso pode ser influenciado pelo baixo teor de gluten, entre outros fatores, o que
geralmente leva a diminuicdo da expansdo do biscoito (Gan et al., 2023), o que pode ser uma

tendéncia de biscoitos isentos de gliten. Assim, conforme apresentado na Tabela 7, apesar
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dos valores serem ligeiramente maiores com a adi¢do da mTGase, as amostras testadas nao
apresentaram diferenca estatistica entre si quanto ao fator de expansao (p > 0,05), ou seja, a
acdo da enzima ndo provocou efeito significativo nesse parametro. Além disso, como

limitacdo dessa determinagdo, tem-se as irregularidades no formato dos biscoitos.

Tabela 7 — Medidas (vertical e horizontal) e fator de expansao das amostras de biscoito

analisadas com diferentes concentragcdes de mTGase.

Medidas (cm) Fator de
Amostra
Vertical Horizontal expansao
Controle 0,624 +£0,014 ° 3,121 +£0,014 ¢ 5,000 +£0,108 ®
C85 0,620 £ 0,020 ® 3,100 £ 0,029 ¢ 5,004 £ 0,106 *
C140 0,617+0,013° 3,304 +£ 0,440 ° 5,238 £ 0,556 *

Controle - formulagdo isenta de mTGase (0 ppm); C85 - formulagdo com 85 ppm de mTGase; C140 -
formulagdo com 140 ppm de mTGase. Valores apresentados como média + desvio padrao (n = 10). Médias com

letras diferentes sobrescritas em cada coluna indicam diferenca significativa (p < 0,05).

5.6  PERDA DE MASSA

Na etapa de forneamento, ocorre a perda de massa devido a condigdo a que o
alimento é submetido, em que a alta temperatura faz com que ocorra a evaporagao da agua.
Diante disso, com relagdo as formulagdes de biscoitos testadas, houve uma pequena diferencga
entre a perda de massa do Controle em relacdo as demais. No entanto, ndo houve diferenga

estatistica entre todas as amostras analisadas (p > 0,05), como descrito na Tabela 8.

Tabela 8 — Perda de massa (em gramas) das amostras de biscoito analisadas com diferentes

concentracdes de mTGase.

Massa (g)
Amostra Perda de massa (g)
Cru Assado
Controle 5,03+0,18° 3,76 0,13 * 1,21 £0,21°
C85 486+0,17° 3,59+0,12° 1,28 +£0,23 ¢
C140 479 +0,11° 3,51+0,06° 1,28 +0,16°

Controle - formulagdo isenta de mTGase (0 ppm); C85 - formulagdo com 85 ppm de mTGase; C140 -
formulagdo com 140 ppm de mTGase. Valores apresentados como média + desvio padrao (n = 10). Médias com

letras diferentes sobrescritas em cada coluna indicam diferenca significativa (p < 0,05).
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Mohammadi et al. (2015), ao testarem a adi¢do da mTGase em dois niveis
(1 e 10 U/g de proteina) em paes sem glaten utilizando goma guar, relataram que todas as
amostras com a enzima apresentaram um aumento significativo no rendimento do pdo em
comparagdo ao controle, sugerindo que a mTGase melhora a interacdo entre proteinas e a
agua, inibindo a perda de umidade do pao durante o processo de cozimento, visto que o

rendimento do pao esta diretamente relacionado ao seu teor de umidade apos o forneamento.

5.7  ANALISE DO PERFIL DE TEXTURA DA MASSA

No que diz respeito a TPA da massa, como pode-se observar na Tabela 9, a dureza
das massas de cruas de biscoito aumentou a medida que houve o aumento da concentraciao
da transglutaminase. Entretanto, as amostras contendo 0,0085% e 0,0140% de mTGase

ndo apresentaram diferenga significativa entre si (p > 0,05), mas ambas apresentaram

diferenca entre a amostra isenta de enzima (p < 0,05), ou seja, a amostra Controle apresentou

maior maciez.

Tabela 9 — Anélise do perfil de textura das amostras de massa crua de biscoito analisadas

com diferentes concentracdes de mTGase.

Amostra Dureza (N) Adesividade (N.s) Coesividade Elasticidade

Controle 2294,500 +454,840" -117,658 +£120,493* 0,0254 +0,001* 0,453 +£0,019°
C85  2736,210+358,187* -109,529 +89,123* 0,0237+0,002*" 0,447 +0,004°
C140  3170,510 +£360,798* -68,722 +69,290" 00,0231 +0,002" 0,450 = 0,005*

Controle - formulagdo isenta de mTGase (0 ppm); C85 - formulagdo com 85 ppm de mTGase; C140 -
formulagdo com 140 ppm de mTGase. Valores apresentados como média + desvio padrao (n = 10). Médias com

letras diferentes sobrescritas em cada coluna indicam diferenca significativa (p < 0,05).

Ja com relacdo a adesividade, houve um aumento nos valores conforme o aumento
da concentragdo de enzima, mas as amostras nao apresentaram diferenca estatistica entre si
(p > 0,05). Quanto a coesividade das amostras de biscoitos analisadas, ocorreu um decréscimo
nos valores com o aumento da concentracdo de mTGase. Estatisticamente, as formulagoes
Controle e C140 apresentaram diferenca significativa entre si (p < 0,05), enquanto a C85 nao
diferiu em comparagdo as amostras Controle ¢ C140 (p > 0,05). Além disso, ndo houve
influéncia do aumento da concentragao da TGase microbiana na elasticidade da massa com

relagdo ao Controle, ndo diferenciando-se estatisticamente entre si (p < 0,05).
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Assim, a partir do TPA, em relacdo a amostra Controle, os resultados indicam que a
aplicacdo da mTGase influencia diretamente a textura da massa, podendo ser vantajoso para
processamentos que exijam maior dureza e elasticidade, e menor coesdo. Diante disso, Berk et
al. (2024) mencionam que uma massa mais macia € menos coesa pode ser mais adequada para
a formacdo da massa e modelagem, enquanto a adesividade reduzida facilita o manuseio e a

operacao de equipamentos.
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6 CONCLUSAO

A aplicagdo da transglutaminase microbiana (mTGase) nas concentracdes testadas
em biscoito sem gliten com farinha de castanha-do-brasil (0,0085% e 0,0140% de mTGase,
com base no mix de farinha da formulacdo), resultou em alteragcdes nas propriedades fisico-
quimicas, decorrentes da formagao de ligagdes cruzadas (reticulacao). Essas mudangas podem
representar uma abordagem promissora para a modificacdo de algumas caracteristicas desse
alimento.

Apesar de a enzima ndo ter tido influéncia estatistica significativa nas propriedades
de resisténcia ao corte e na perfuracdo, no fator de expansdo, na perda de massa dos
biscoitos, nem na adesividade da massa crua, os demais resultados obtidos destacam que a
enzima foi capaz de modificar os pardmetros instrumentais de textura da massa crua
(dureza e coesividade), além de promover alteragdes na colora¢do (reduzindo o indice de
escurecimento) e na redugao da dureza dos biscoitos (p < 0,05).

No entanto, sdo necessarias analises sensoriais dos biscoitos pelo consumidor, para
que possam ser avaliados quanto a aceitabilidade dessas propriedades sensoriais alcancadas,
pois sdo avaliacdes essenciais para avaliar como as modificagdes de um produto influenciam
na percepcao dos individuos. Portanto, o presente estudo reforca a relevancia cientifica e
industrial da mTGase aplicada em produtos panificados inovadores, apontando diregdes
valiosas para futuras pesquisas e aplicagdes tecnologicas no setor alimenticio, especialmente
em produtos sem gluten, que apresentam desafios especificos na obtengdo de textura e

caracteristicas sensoriais agradaveis.
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