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RESUMO

O objetivo desse trabalho foi avaliar os efeitos da aplicagdo da enzima transgutami-
nase microbiana (MTG) em diferentes concentragfes e diferentes temperaturas de incuba-
cao na producao de bebida lactea fermentada reconstituida e otimizacdo das condi¢des de
atuacao da enzima. Para a producao da bebida foi utilizado leite em pd e soro de leite em
pd, com o equivalente a 40% de soro liquido. Foi utilizada uma preparagao enzimatica com
glutationa (MTG+G), a qual melhora a atividade da MTG evitando um tratamento térmico
adicional no processo de produgéo de leites fermentados com MTG, tanto para inativar um
inibidor natural da MTG presente no leite cru ou pasteurizado, como para inativar a enzima,
esta € adicionada antes do tratamento térmico usual para esses produtos e inativada por
ele. As bebidas elaboradas com e sem tratamento enzimatico, segundo o planejamento ex-
perimental, foram comparadas por meio de andlises fisico-quimicas e andlise sensorial. Fo-
ram realizados, em duplicata, 11 ensaios mais o controle sem tratamento enzimatico, com
diferentes concentragdes enzimaticas e diferentes temperaturas de tratamento enzimatico.
Foram realizadas medidas de viscosidade, de sinérese por 2 métodos: centrifugagcao e es-
pontdnea, composi¢do centesimal, pH e analise sensorial. Foi utilizado o delineamento ex-
perimental, planejamento composto central, para verificar as melhores concentragbes e
temperaturas de incubagéo para se obter as maiores viscosidades e menores indices de si-
nérese sem descaracterizar a bebida. Em relacédo a viscosidade as bebidas com concentra-
cbes enzimaticas maiores ou iguais a 0,006% (m/m) incubadas a temperaturas iguais ou
maiores do que 30 °C produziram aumento de viscosidade em relagdo ao controle, sendo
que a melhor combinacéo foi de 0,034% (m/m) de preparagédo enzimatica incubada a 40 °C,
essa bebida apresentou uma viscosidade 81,3% maior do que a do controle. Em relacao a
sinérese, pelo método da centrifugacao apos 14 dias de armazenagem as bebidas com con-
centragdes enzimaticas iguais ou acima de 0,03% e ou incubadas em temperaturas iguais
ou maiores do que 50 °C apresentaram redugao de sinérese em relagdo ao controle, no
mesmo periodo a sinérese espontanea das bebidas com concentragbes enzimaticas iguais
ou maiores a 0,01% incubadas em temperaturas iguais ou maiores a 30 °C apresentou re-
ducao em relacdo ao controle, apds 21 e 28 dias em ambos os métodos todas as bebidas
apresentaram reducé@o de sinérese em relagdo ao controle e ndo foi mais observada dife-
renca entre elas. Quanto a andlise sensorial foram realizados testes de aceitacao e prefe-
réncia no controle e na bebida do ponto 6timo da viscosidade e da sinérese e os resultados
mostraram uma preferéncia de 77% da bebida tratada com enzima.

Palavras-chave: Bebida lactea fermentada. Transglutaminase. Viscosidade. Sinérese.



ABSTRACT

The objective of this study was to evaluate the effects of the application of microbial
transglutaminase enzyme (MTG) with different concentrations and incubation temperatures
in the production of reconstituted fermented dairy beverage and optimization of the enzyme
usage conditions. For the beverage production was used whole milk power and whey powder
with the equivalent to 40% of liquid whey. It was used an enzyme preparation containing glu-
tathione (MTG+G), which improves the MTG activity avoiding one more heating step in the
production process of fermented dairy products with MTG, either to inactivate a natural MTG
inhibitor present in raw or pasteurized milk or either to inactivate the enzyme. The enzyme is
added and incubated before the usual heating step for these products and inactivated by it.
The dairy beverages elaborated with and without enzyme treatment, according to the ex-
perimental design, were compared through physical-chemical analyses and sensory evalua-
tion. In duplicate, 11 trials plus de control with no enzyme treatment were run with different
MTG+G concentrations and with different temperatures of enzyme treatment. In the obtained
beverages, measures of viscosity and syneresis by 2 methods: centrifugation and spontane-
ous, were carried out as well as centesimal composition determinations, pH and sensory
evaluation. It was used the central composite design to verify the best concentrations and
incubation temperatures to have the highest viscosities and the lowest syneresis indexes
keeping the beverage characteristics. With respect to the viscosity the results showed that
beverages with enzyme concentrations equal or higher than 0.006% (w/w) with incubation
temperatures equal or higher than 30 °C produced significant viscosity increase compared to
the control, being the best combination 0.034% (w/w) of enzyme preparation incubated at 40
C that presented a viscosity 81.3% higher than the control beverage. For syneresis by cen-
trifugation after 14 days of storage beverages with enzyme concentrations equal or higher
than 0.03% and or incubated at temperatures equal or higher than 50 °C presented lower
syneresis indexes compared to the control beverage. For the same period, spontaneous
syneresis of beverages with enzyme concentrations equal or higher than 0.01% incubated at
temperatures equal or higher than 30 °C presented lower syneresis indexes than the control.
After 21 and 28 days of storage, in both methods, all beverages presented syneresis indexes
lower than the control and no difference between the treated samples. With respect to the
sensory evaluation, acceptability and preference tests were conducted in the control and in
the beverage of the optimum point for viscosity and syneresis and the results showed a pref-
erence 77% for the enzyme treated beverage.

Keywords: Fermented dairy beverage. Transglutaminase. Viscosity. Syneresis.



Figura 1

Figura 2

Figura 3

Figura 4

Figura 5

Figura 6

Figura 7

Figura 8

Figura 9
Figura 10

Figura 11

Figura 12

Figura 13

Figura 14

Figura 15

Figura 16

Figura 17

Figura 18

LISTA DE ILUSTRAGCOES
Micrografia eletrbnica de uma micela de caseina, barra de escala =
200 nm
Imagem tridimensional da estrutura da B-lactoglobulina

Representagcdo esquematica da desnaturacdo e agregacdo da pB-
lactoglobulina no soro sob a influéncia de calor e agitagao

Curva de desnaturacao da B-lactoglobulina

Efeito do tratamento térmico do leite na viscosidade do gel versus o
tempo de incubagéo (43 °C)

Reacbes catalisadas pela TG - (A) acil-transferéncia, (B) ligacao cru-
zada e (C) deamidacéao

Representagéo tridimensional da transglutaminase microbiana

Estrutura primaria da MTG; (*) Indica o possivel residuo ativo de ciste-
ina

Atividade relativa da MTG em relagao ao pH
Atividade relativa da MTG em relagao a temperatura

Reacgéao de ligagao cruzada entre lisina e acido glutdmico induzida por
MTG

Efeito da MTG na forga do gel de uma solugéo de caseinato incubada
a 37 °C em pH 6,5 por 1 h. Concentragao protéica: 10% (m/m)

Viscosidade de caseinato de sédio tratado com MTG

Imagens de iogurte desnatado batido com ou sem fortificacao de prote-
ina com caseinato de sédio, com ou sem ligagdes cruzadas por MTG
adicionada simultaneamente durante a fermentacdo. Produto apo6s 6
semanas de armazenagem a 4 °C; (A), (C) e (E) sem MTG; (B), (D) e
(F) com MTG

Fluxograma do processo de producao das bebidas lacteas fermenta-
das

Curvas de fermentacao das amostras

Curvas de viscosidades de todas as amostras durante a vida de prate-
leira

Gréfico da distribuicao dos residuos ao longo da curva normal — visco-
sidade

20

21

22

22

23

32

34

35

36

36

39

40

41

46

60

67

69

73



Figura 19

Figura 20

Figura 21

Figura 22

Figura 23

Figura 24

Figura 25

Figura 26

Figura 27
Figura 28
Figura 29

Figura 30

Figura 31

Figura 32

Figura 33

Superficie de resposta do modelo — viscosidade dos ensaios descritos
na tabela 14 ap6s 4 dias de armazenagem

Curvas de contorno do modelo — viscosidade dos ensaios descritos na
tabela 14 apéds 4 dias de armazenagem

Comportamentos reolégicos das amostras controle, T1, T2, T6, T7, T9

Curvas do percentual de sinérese por centrifugagédo de todas as amos-
tras durante a vida de prateleira

Gréfico da distribuicao dos residuos ao longo da curva normal — siné-
rese pelo método da centrifugacao apos 14 dias

Superficie de resposta do modelo — sinérese por centrifugacao dos en-
saios descritos na tabela 15 apds 14 dias de armazenagem

Curvas de contorno do modelo — sinérese por centrifugagao dos ensai-
os descritos na tabela 15 apds 14 dias de armazenagem

Curvas do percentual de sinérese espontadnea de todas as amostras
durante a vida de prateleira

Variacao do pH das amostras durante a armazenagem
Resultados para aceitacao geral
Resultados para aceitacao de sabor

Comparacao da preferéncia de sabor e acidez do controle (padréo)
com a bebida tratada com enzima (enzima)

Comparacao da preferéncia de consisténcia entre o controle (padréo)
com a bebida tratada com enzima (enzima)

Resultados para intencao de compra entre o controle (padrdo) com a
bebida tratada com enzima (enzima)

Resultados para preferéncia

74

75

77

78

81

82

82

84

89

90

91

92

92

93

94



Tabela 1

Tabela 2

Tabela 3

Tabela 4
Tabela 5

Tabela 6

Tabela 7
Tabela 8
Tabela 9
Tabela 10

Tabela 11

Tabela 12

Tabela 13

Tabela 14

Tabela 15

Tabela 16

Tabela 17

Tabela 18

Tabela 19

Tabela 20

Tabela 21

LISTA DE TABELAS

Evolucao do mercado de bebidas lacteas e iogurtes liquidos em tone-
ladas

Fragdes das proteinas do leite

Composicao média de soro de queijos mussarela e minas-padrao e
composicao tipica do soro em pé

Atividade da TG: relacdo entre temperatura e tempo de reagao
Reatividade da MTG para varias proteinas

Planejamento experimental: ensaios com as respectivas variaveis
codificadas e reais

Formulagao da base da bebida lactea fermentada
Formulagdes das amostras

Composicao dos ingredientes utilizados
Composicao estimada para as amostras

Resultados fisico-quimicos do controle e do ensaio T9 (0,02% de
MTG+G incubada a 40 °C)

Equivaléncia: concentragéo de preparacao enzimatica com unidades
de enzima (U) por grama de proteina

Aumento percentual das viscosidades das amostras em relacdo ao
controle

Planejamento experimental x resultados obtidos de viscosidade

Planejamento experimental x resultados obtidos de sinérese apos 14,
21 e 28 dias pelo método da centrifugacao

Planejamento experimental x resultados obtidos de sinérese espon-
tdnea apéds 14, 21 e 28 dias

Comparacao da redugéo da sinérese dos dois métodos em relagéo
ao controle durante a vida de prateleira

Redugéo percentual da sinérese das amostras em relagdo ao contro-
le dos dois métodos durante a vida de prateleira

Resultados para aceitacao geral e sabor

Resultados para intensidade de sabor, acidez, consisténcia e cremo-
sidade

Resultados para intengéo de compra

15

19

28

37

37

62

62

63

63

64

66

67

70

73

80

86

87

88

91

91

93



SUMARIO

1. INTRODUGAO

2. REVISAO BIBILIOGRAFICA

2.1 BEBIDA LACTEA FERMENTADA
2.1.1 Histoérico e producao no Brasil
2.1.2 Classificacao e caracteristicas
2.1.3 Processo de fabricacao

2.1.4 Ingredientes utilizados

2.1.4.1 Leite e leite em pd

2.1.4.2 Soro de leite e soro de leite em po
2.1.4.3 Fermento lacteo

2.1.4.4 Outros ingredientes

2.2 ENZIMA TRANSGLUTAMINASE (TG)
2.2.1 Mecanismos e caracteristicas da TG
2.2.2 Transglutaminase de origem microbiana (MTG)
2.2.2.1 Processo de fabricacdo da MTG
2.2.2.2 Propriedades da MTG

2.2.2.3 Propriedades funcionais da MTG
2.2.2.4 Aplicagbes em derivados lacteos
2.2.2.4.1 Aplicagdo em iogurtes

2.3 VISCOSIDADE E SINERESE

2.3.1 Viscosidade

2.3.2 Sinérese

2.4 ANALISE SENSORIAL

3 MATERIAIS E METODOS

3.1 MATERIAIS

3.1.1 Materiais de consumo

12

15

15

15

15

16

26

26

27

28

30

30

31

33

33

34

38

42

43

48

48

50

51

54

54

54



3.1.1.1 Leite em p6 integral

3.1.1.2 Soro de leite em po

3.1.1.3 Fermento lacteo

3.1.1.4 Enzima transglutaminase ACTIVAgMP e ACTIVA ¢YG

3.1.1.6 Outros

3.1.2 Equipamentos

3.1.2.1 Recipiente de ago inoxidavel com agitacao

3.1.2.2 Estufa com renovacao e circulagéao de ar Marconi mod. MA0O37
3.1.2.3 Potenciémetro Micronal mod. B-474

3.1.2.4 Bloco digestor Tecnal mod. 40/25

3.1.2.5 Destilador de Nitrogénio Tecnal mod. TE-036/1

3.1.2.6 Centrifugador Beloinox — para analise de gordura

3.1.2.7 Centrifugador Fanem - Excelsa 2

3.1.2.8 Bomba de vacuo Tecnal mod. TE 058

3.1.2.9 Rebmetro digital Brookfield modelo DV-IIl com banho termostéatico
3.1.2.10 Agitador mecéanico Fisatom mod. 713

3.1.2.11 Outros

3.2 METODOS

3.2.1 Desenvolvimento do trabalho

3.2.2 Processo de fabricacao de bebida lactea fermentada

3.2.3 Otimizacao das condicoes de aplicacao da enzima transglutaminase

3.2.4 Formulas testadas e composicao estimada das amostras
3.2.5 Analises fisico-quimicas
3.2.6 Analise sensorial das amostras

4 RESULTADOS E DISCUSSOES

4.1 COMPOSICAO DO CONTROLE E DA BEBIDA TRATADA COM 0,02% DE

MTG+G A 40 °C

4.2 CURVAS DE FERMENTAGAO DAS AMOSTRAS OBTIDAS NOS ENSAIOS

54

54

54

55

55

56

56

56

56

56

56

57

57

57

57

57

58

58

58
60

62

64

65

66

66

67



4.3 VISCOSIDADE APARENTE

4.3.1 Otimizagao das condic6es de atuacao da enzima - resultados de visco-
sidade

4.3.2 Comportamento reoldgico das bebidas
4.4 SINERESE

4.4.1 Comparacao do indice de sinérese das amostras em relacao ao controle
e durante a vida de prateleira — método da centrifugacao

4.4.2 Otimizacao das condicoes de atuacao da enzima - resultados de sinére-
se por centrifugacao

4.4.3 Comparacao do percentual de sinérese espontanea das amostras em
relacao ao controle e durante a vida de prateleira

4.4.4 Otimizacao das condicoes de atuacao da enzima - resultados de sinére-
se espontanea

4.4.5 Comparacao dos métodos — centrifugacao x espontanea
4.5 VARIACAO DO pH DURANTE A VIDA DE PRATELEIRA

4.6 RESULTADOS DA ANALISE SENSORIAL

4.6.1 Aceitacao geral e sabor

4.6.2 Intensidade de sabor, acidez, cremosidade e consisténcia
4.6.3 Intencao de compra

4.6.4 Preferéncia

5 CONCLUSOES

REFERENCIAS

ANEXO | - Especificacao e certificado de analises - ACTIVA;MP
ANEXO Il - Especificacao e certificado de analises - ACTIVAYG
ANEXO lll - Especificagao e certificado de analises - leite em p6 integral
ANEXO IV - Certificado de analises - soro de leite em po6
ANEXO V - Ficha técnica - fermento lacteo

ANEXO VI - Questionario da analise sensorial

68

72

76

77

77

80

84

86

87

89

90

90

91

93

93

95

96

105

107

109

111

112

114



12

1 INTRODUCAO

O soro de queijo ainda representa um importante agente poluidor devido ao seu alto
contetdo de matéria organica e aos altos volumes gerados que sao descartados como eflu-
ente no ambiente. Para se produzir 1 kg de queijo, 9 kg de soro sdo gerados (SISO, 1996)
retendo ao redor de 55% dos nutrientes do leite (ALMEIDA, BONASSI & ROCA, 2001). Uma
industria que processa 100.000 litros de leite/dia gera aproximadamente a mesma quantida-
de de matéria organica no seu efluente que geraria uma cidade de 55.000 habitantes.

Apesar de varias possibilidades de utilizagdo do soro terem sido estudadas nos ulti-
mos 50 anos, aproximadamente metade da produgcdo mundial ndo é tratada e descartada
como efluente, a outra metade aproximadamente 50% ¢é utilizada diretamente na forma li-
quida e o resto transformada em produtos alimenticios como: soro em po, lactose e concen-
trados protéicos (SISO, 1996).

A utilizacao de soro de queijo na elaboragédo de bebidas lacteas constitui-se em uma
forma racional de aproveitamento deste produto secundario que apresenta excelente valor
nutritivo. O consumo dessas bebidas fermentadas que se caracterizam por apresentar baixa
viscosidade tem aumentado de maneira notavel (ALMEIDA, BONASSI & ROCA, 2001). Se-
gundo a DATAMARK (2009) o consumo de bebidas lacteas fermentadas no Brasil apresen-
tou um crescimento de 78% de 2002 a 2009.

De acordo com o Regulamento Técnico de Identidade e Qualidade de Bebida Lactea,
bebida lactea é o produto resultante da mistura do leite e soro de leite adicionado ou néo de
produtos ou substancias alimenticias, gordura vegetal, leite fermentado, fermentos lacteos
selecionados e outros produtos lacteos, onde a base lactea representa pelo menos 51%
(m/m) do total de ingredientes do produto. Sendo que a fermentada deve ser adicionada de
microorganismos especificos e ou de leite fermentado. Para bebidas lacteas fermentadas o
teor minimo de proteinas lacteas no produto final é de 1,0% (m/m) para o produto com adi-
coes e de 1,7% (m/m) para o sem adigbes (BRASIL, 2005).

Foi observado que o aumento da quantidade de soro na producdo de bebida lactea
fermentada diminui a viscosidade da bebida decorrente da diminui¢cdo de soélidos (ALMEIDA,
BONASSI & ROCA, 2001), e que o aumento da adicdo de soro em pd desmineralizado em
substituicao parcial do leite em p6 para a producdo de iogurte diminui a sua consisténcia
(PENNA, BARUFFALDI & OLIVEIRA, 1997), e ainda que a substituicao parcial do leite em
pd usado para fortificacdo de iogurte por soro em pé aumenta a sinérese do iogurte a medi-
da que o nivel de substituicdo é aumentado (GONZALEZ-MARTINEZ et al., 2002).

O uso de enzimas para modificar as propriedades funcionais de alimentos é uma &-

rea que tem atraido interesse consideravel porque os consumidores percebem as enzimas
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como mais “naturais” do que as substéncias quimicas. Enzimas também sao favorecidas
porque requerem condicdes mais brandas, tem alta especificidade, requerem somente
quantidades cataliticas e tem menor probabilidade de gerar produtos toxicos. Dessa forma o
uso de enzimas esta se tornando comum em varias industrias para melhorar as proprieda-
des funcionais de seus alimentos (GERRARD, 2002).

A enzima transglutaminase (TG, EC 2.3.2.13), esta naturalmente presente na maioria
dos tecidos animais e fluidos corpéreos, e esta envolvida em varios processos bioldgicos,
incluindo a coagulagéo sanguinea (Fator Xllla), a cicatrizagdo de ferimentos, a queratiniza-
¢ao da epiderme e o endurecimento da membrana eritrocita. (YOKOYAMA, NIO & KIKUCHI,
2004).

Basicamente em alimentos que contém proteinas, a TG catalisa reagdes de acil-
transferéncia, deamidacgdes e ligagdes cruzadas intermoleculares entre as proteinas, sendo
essas Ultimas as responsaveis pela formagcédo de polimeros, que parece ser a reagdo mais
interessante para o processamento de alimentos (LORENZEN, 2007).

Comercialmente a TG é produzida por fermentagédo microbiolégica (cepas de Strep-
toverticillium mobaraense), separada, purificada e estabilizada para a utilizagdo em alimen-
tos, sendo denominada transglutaminase microbiana (MTG) (ZHU et al., 1995). Com a dis-
ponibilidade da enzima de uma fonte microbiana, suas aplica¢cées na industria de alimentos
estdo sendo amplamente investigadas (HINZ et al., 2007). A habilidade da TG de modificar
as propriedades técnicas-funcionais dos alimentos protéicos parece ser uma das mais ino-
vadoras utilizagdes de enzimas em tecnologia de alimentos da ultima década (LORENZEN,
2007).

Dentre as proteinas lacteas, as fracées de caseina representam substratos favora-
veis para a TG, principalmente porque as suas cadeias abertas sdo altamente acessiveis e
flexiveis (BONISCH, TOLKACH & KULOSIK, 2006), sendo que h4 um aumento dessa sus-
cetibilidade no leite tratado termicamente, devido a inativacao de um inibidor natural da MTG
presente em leite cru ou pasteurizado (BONISCH, LUBER & KULOZIK, 2004). Proteinas de
soro na sua estrutura globular nativa, por comparagao, sdo menos suscetiveis as reagoes
de ligagdo cruzada, principalmente devido a estabilizagdo da conformagao globular pelas
ligacdes dissulfidicas limitando a suscetibilidade dos sitios para a ligagao cruzada. Entretan-
to, as ligagdes cruzadas de proteinas de soro podem ser intensificadas através de sua des-
naturagao prévia, tanto por tratamento térmico (SHARMA, LORENZEN & QVIST, 2001) co-
mo por adicdo de um agente redutor (ABOUMAHMOUD & SAVELLO, 1990).

Devido as ligagdes intra e intermoleculares que ocorrem nas fragées de caseina e
nas proteinas do soro, a aplicacdo da TG em bebidas lacteas fermentadas pode ser uma
opcao para aumentar a viscosidade e a cremosidade, melhorar o corpo e diminuir a sinérese

nesses produtos. Gauche et al., (2009) verificaram que iogurtes adicionados de 20% e 30%
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de soro e tratados com MTG, tiveram aumento de viscosidade e consisténcia e reducao da
sinérese quando comparados com 0s mesmos iogurtes sem o tratamento enzimatico.

A adicdo de glutationa, um agente redutor, melhora a atividade da MTG, permitindo o
seu uso em leite cru ou pasteurizado, evitando a necessidade de um tratamento térmico adi-
cional no processo de producéo de leites fermentados, tanto para inativar o inibidor da MTG
como para inativar a propria enzima, o que poderia ndo ser técnica ou economicamente via-
vel (MIWA, 2007). A preparagao enzimdtica utilizada nesse trabalho contém glutationa e é
referida como MTG+G.

O uso da TG como coadjuvante opcional de tecnologia/elaboracédo e “quantum satis”
em bebidas lacteas foi aprovado no Brasil (BRASIL, 2005).

O objetivo desse trabalho foi a avaliagdo dos efeitos da aplicagdo da MTG+G em di-
ferentes concentragoes e diferentes temperaturas de incubagéo na producao de bebida lac-
tea fermentada com alta concentracdo de soro, sem mudangas significativas no processo
tradicional de produgéo de iogurtes. Esses efeitos foram avaliados por meio de determina-
¢cOes de viscosidade e sinérese, do acompanhamento da pés-acidificagdo durante o arma-
zenamento por 30 dias, analise sensorial e andlises fisico-quimicas, realizadas no controle e
nas bebidas tratadas enzimaticamente produzidas segundo um delineamento composto cen-

tral.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 BEBIDA LACTEA FERMENTADA

2.1.1 Histoérico e producao no Brasil

A primeira regulamentacdo no Brasil para bebida lactea foi feita pela Instru¢do Nor-
mativa n® 36, de 31 de outubro de 2000 (BRASIL, 2000). Atualmente, é regulamentada pela
instrugcdo normativa n® 16, de 23 de agosto de 2005, que aprova o Regulamento Técnico de
Identidade e Qualidade de Bebida Lactea (BRASIL, 2005).

No Brasil, a produgao de bebidas lacteas é uma das principais opg¢des de aproveita-
mento do soro de leite, e as mais comercializadas sdo as bebidas fermentadas com caracte-
risticas semelhantes ao iogurte (CAPITANI et al., 2005). A producao de bebidas lacteas no
Brasil em 2008 foi de aproximadamente 267.000 toneladas, 11,6% maior do que a producao
de iogurte liquido. O consumo de bebidas lacteas de 1999 a 2008 aumentou 164% (DATA-
MARK, 2009).

A tabela 1 mostra a evolugdo do mercado de bebidas lacteas comparado ao do io-
gurte liquido desde 1999 até 2008.

Tabela 1 — Evolugéo do mercado de bebidas lacteas e iogurtes liquidos em toneladas

1999 2000 2001 2002 2003 2004 2005 2006 2007 2008

Bebida lactea: 101.147104.311|110.288 |116.104 | 147.933|179.323|174.137 | 232.893 | 243.152 | 266.727
logurte liquido: 92.759 | 91.495 | 91.008 | 72.652 | 50.901 | 92.593 |104.898|118.369 | 214.486 | 238.926

FONTE: Adaptada de DATAMARK, 2009.

2.1.2 Classificacao e caracteristicas

De acordo com o Regulamento Técnico de Identidade e Qualidade de Bebida Lactea,
bebida lactea é o produto resultante da mistura do leite e soro de leite adicionado ou néo de
produtos ou substancias alimenticias, gordura vegetal, leite fermentado, fermentos lacteos
selecionados e outros produtos lacteos, onde a base lactea representa pelo menos 51%
(m/m) do total de ingredientes do produto. No caso especifico para bebida lactea fermentada
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o produto deve obedecer a descricao acima e deve ser fermentado mediante a acao de cul-
tivo de microorganismos especificos e ou adicionado de leite fermentado e que nao podera
ser submetido a tratamento térmico ap6s a fermentacéo. A contagem total de bactérias lacti-
cas viaveis deve ser no minimo de 10° UFC/g, no produto final, durante todo o prazo de vali-
dade. Para bebidas lacteas fermentadas o teor minimo de proteinas lacteas no produto final
€ de 1,0% (m/m) para o produto com adi¢des e de 1,7% (m/m) para o sem adicées (BRASIL,
2005).

A bebida lactea fermentada é caracterizada por apresentar baixa viscosidade e por
ter uma relagao leite-soro um pouco aleatéria e ndo bem definida (ALMEIDA, BONASSI &
ROGCA, 2001).

Adigbes de 30, 40 e 50% de soro liquido foram usadas no trabalho de Almeida, Bo-
nassi & Roga, (2001) e foi observado que a viscosidade da bebida lactea fermentada diminui
a medida que se diminui o teor de sélidos decorrente do aumento da quantidade de soro.

Penna, Baruffaldi & Oliveira, (1997) observaram que o0 aumento da adicao de soro de
leite em pd desmineralizado no leite para a produgéo de iogurte diminui a sua consisténcia.
Nesse trabalho foram utilizados niveis de adicao de 0,0; 1,5 e 3,0% de soro de leite desmi-
neralizado em pé, correspondendo a aproximadamente a adigdo de 0,0; 24,0 e 48,0% de
soro liquido, considerando o extrato seco médio do soro liquido de aproximadamente 6,3%
(TEIXEIRA & FONSECA, 2008). Em iogurte produzido com leite em p6 e com substituicao
parcial por soro em p6, Gonzélez-Martinez et al., (2002) observaram um aumento maior de
sinérese a medida que o nivel de substituicao de leite em p6 por soro em pé foi aumentado.

2.1.3 Processo de fabricacao

A bebida lactea deve ser fermentada com adigdo de cultivos de bactérias lacticas,
cultivos de bactérias lacticas especificas e ou adicionada de leite fermentado, sendo que os
microorganismos dos cultivos utilizados e ou do leite fermentado adicionado devem estar
ativos e viaveis e em concentracao igual ou superior a 10° UFC/g desde a producéo até o
final do prazo de validade (BRASIL, 2005).

Nos trabalhos de Almeida, Bonassi & Roca, (2001), Thamer & Penna, (2005) e
(2006), Cunha et al., (2008) e Gauche et al., (2009) o soro foi adicionado ao leite antes do
tratamento térmico, a mistura em seguida foi submetida a fermentagao, resfriamento, enva-
se e armazenagem. Enquanto que nos trabalhos de Sivieri & Oliveira, (2002) e Penna, Oli-
veira & Tamine, (2003), primeiro obteve-se um iogurte a partir de leite que foi resfriado, pa-
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ralelamente o soro foi tratado termicamente resfriado e adicionado ao iogurte antes do en-
vase e armazenagem.

Para os cinco primeiros trabalhos citados os processos de fabricacao foram similares
aos utilizados em iogurtes de acordo com Tamine & Robinson, (1999), e nos outros foi pri-
meiro obtido um iogurte para depois ser misturado ao soro. Segundo Tamine & Robinson,
(1999), os leites fermentados diferem apenas em relacéo ao tipo de microorganismo utiliza-
do.

Industrialmente o leite chega a planta em caminhdes-tanque, apos analises fisico-
quimicas e microbiologicas o leite € aceito e entdo geralmente o leite é filtrado para remover
contaminantes (palha, pélos e outras particulas), normalmente sdo usados filtros de ago ino-
xidavel, também a remogao dessas particulas pode ser feita por uma separadora (centrifu-
ga). Apos a filtracao o leite é resfriado a menos de 5 °C utilizando-se um trocador de calor a
placas e armazenado em silos (TAMINE & ROBINSON, 1999).

Apds a armazenagem ¢ feita a padronizagéo da gordura, normalmente utiliza-se uma
separadora onde é possivel determinar o percentual de gordura desejado no leite que sera
utilizado na fabricacdo do iogurte e obtendo-se creme por outra saida da separadora (TA-
MINE & ROBINSON, 1999).

Dependendo do tipo de leite fermentado é feita a fortificacdo de sélidos lacteos, nor-
malmente é adicionado um dos seguintes produtos: leite em pod, soro em pd, concentrado
protéico de soro de leite, leitelho em pé e caseinatos. A fortificacao € feita com o objetivo de
modificar as propriedades fisicas e ou sensoriais do iogurte (TAMINE & ROBINSON, 1999).
Bhullar, Uddin & Shah, (2002) fortificaram iogurtes com 2% de soro em pg, leite em p6 des-
natado e concentrado protéico de soro e compararam com o iogurte sem fortificacao, foi ob-
servado um aumento de firmeza em todos os iogurtes fortificados sendo que o iogurte adi-
cionado de concentrado protéico apresentou a maior firmeza, em relagdo a viscosidade to-
dos os fortificados apresentaram maior viscosidade. Em iogurtes firmes desnatados Isleten
& Karagul-Yuceer, (2006) observaram que os iogurtes adicionados de isolado protéico de
soro ou de caseinato de sédio apresentaram maior viscosidade e menor sinérese do que o
iogurte adicionado de leite em p6 desnatado. Saint-Eve et al., (2006) observaram que a in-
tensidade de sabor e a intensidade de notas frutais eram menores em iogurtes com maior
quantidade de caseinato de sédio. Soukolis et al., (2007) em seu trabalho relataram que o
iogurte fortificado com concentrado protéico de leite apresentou maior firmeza do que os for-
tificados com leite em p6é desnatado e soro de leite, sendo esse Ultimo o que apresentou
menor viscosidade e menor aceitagdo na avaliagdo sensorial. Outra maneira de fazer essa
fortificacdo é através da concentracao do leite padronizado por evaporagao ou por membra-
na. No caso do iogurte liquido normalmente essa fortificacdo ndo ocorre (TAMINE & RO-
BINSON, 1999).
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A préxima etapa geralmente € a homogeneizagéo, os principais motivos para realiza-
la é prevenir a formagdo de uma camada de gordura na superficie durante o periodo de in-
cubacéao e para garantir uma distribuicao uniforme da gordura do leite (TETRA PAK, 1995).
O diametro dos glébulos de gordura no leite varia de 1 a 10 um com uma média de 3,5 um,
0 objetivo da homogeneizacao € reduzir o diametro médio dos glébulos para < 2 um e com
isso prevenir a formagéao de aglomeragao, a tendéncia da gordura de subir para a superficie
e reduzir a aglutinagdo devido a adsorgao das micelas e submicelas de caseina (TAMINE &
ROBINSON, 1999).

A homogeneizacdo também melhora a estabilidade e a consisténcia de produtos
fermentados mesmo daqueles com baixos teores de gordura (TETRA PAK, 1995). Devido a
reducao do tamanho do glébulo de gordura e 0 aumento da adsor¢ao sobre a micela de ca-
seina, ocorre um aumento do volume efetivo da matéria suspensa o que ocasiona um au-
mento da viscosidade (TAMINE & ROBINSON, 1999; WALSTRA, WOUTERS & GEURTS,
2006). A homogeneizacao pode ocasionar algumas mudancgas nas proteinas do leite. Pode
ocorrer alguma desnaturacao das soroproteinas, interacdes entre a caseina e as soroprotei-
nas podem acontecer como resultado da desnaturagéo dessas ultimas e ou a uma mudanca
no balanco de sais e pode ser observada a producédo de compostos sulfidrilicos. Os efeitos
desejados que melhoram a estabilidade do produto final somente podem ser alcangados se
forem utilizadas pressdes e temperaturas corretas de homogeneizacdo. Observa-se também
um aumento da capacidade de se ligar a agua do coagulo e consequente redugao da siné-
rese que pode ser devido a desnaturagao das soroproteinas e do aumento da quantidade do
material que compde a membrana do glébulo na fase aquosa, por exemplo: fosfolipideos. A
combinagdo homogeneizacdo e tratamento térmico aumenta as interagbes mencionadas
anteriormente (TAMINE & ROBINSON, 1999).

Como uma recomendacao geral o leite deve ser homogeneizado a 20 — 25 MPa e a
65 — 70 °C para se obter 0 maximo de funcionalidade no produto. A questdo sobre o uso de
um ou dois estagios é discutida, de um modo geral depende do desenho do sistema de ho-
mogeneizagdo (TETRA PAK, 1995).

A proxima etapa é o tratamento térmico e os seus efeitos no iogurte podem ser re-

sumidos, como:

= destruicao ou eliminagao de patdgenos e outros microorganismos indesejados;

= produgédo de fatores estimuladores/inibidores para o fermento do iogurte

= mudancas nas propriedades fisico-quimicas dos constituintes do leite, as quais séo rele-
vantes na produgao de iogurte.
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O binébmio tempo-temperatura aplicado varia de < 65 °C por alguns segundos (termi-
zacao) até 150 °C por alguns segundos (ultrapasteurizacdo), mas as combinagcées mais uti-
lizadas na industria sdo: 85 °C/30 minutos e 90 — 95 °C/5 minutos (TAMINE & ROBINSON,
1999).

Apesar dos seus constituintes serem principalmente agua, carboidratos, gordura,
proteinas e minerais, o leite tem uma estrutura muito complexa, estes diferentes componen-
tes mostram-se dispersos entre dois sistemas coloidais, os glébulos de gordura e suas
membranas e as micelas de caseina, em geral esses dois sistemas séo estaveis termica-
mente, mas muitas mudangas ocorrem durante o tratamento térmico (FOX & McSWEENEY,
1998; TAMINE & ROBINSON, 1999).

O sistema protéico do leite € composto por caseinas e proteinas de soro (TABELA
2). As caseinas formam o grupo principal de proteinas do leite, elas tém um papel importan-
te na producao de iogurte (TAMINE & ROBINSON, 1999). Elas constituem aproximadamen-
te 80% das proteinas do leite bovino, com 4 tipos principais: oss, Os2, P € K-caseina em com-
binacdo com fosfato de célcio coloidal formando agregados chamados de micelas de casei-
na.

Pelo menos 3 modelos para a estrutura da micela de caseina foram propostos; um
modelo propde que o interior da micela é dividido em sub-unidades (submicelas) com pro-
priedades bem diferentes da camada externa filamentosa; outro sugere que a sub-estrutura
interna assemelha-se a uma rede de cadeias de moléculas de caseina com ligagdes cruza-
das, formando um emaranhado de moléculas e minerais; e 0 mais recente propée uma po-
limerizag&o que considera 2 rotas de ligagéo cruzada para a formagéo da micela, que séo as
ligagdes cruzadas entre as caseinas por meio de suas regides hidrofdbicas e pontes envol-
vendo o fosfato de calcio coloidal, sendo a k-caseina um terminador da cadeia, ja que nao
se liga muito ao célcio (LUCEY, 2002).

Tabela 2 — Fragdes das proteinas do leite

Caseinas 76-88% do total de proteinas
Ols1 45-55%
B 25-35% das caseinas
K 8-15%
Y 3-7%

Soroproteinas

15-22% do total de proteinas

Serum albumina

B-lactoglobulina

a-lactalbumina

Imunoglobulina

0,7-1,3%
7-12%
2-5%

1,9-3,3%

das soroproteinas

Proteose/peptonas

2-6% do total de proteinas

FONTE: Adaptado de TAMINE & ROBINSON, 1999
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Dalgleish, Spagnuolo & Goff, (2004) utilizando um microscopio eletrdnico de varredu-
ra de campo, realizaram micrografias de micelas individuais de caseina (FIGURA 1), e co-
mentam que as micrografias sugerem que a superficie de uma micela de caseina € muito
mais complexa do que uma simples compacta esfera coberta por filamentos relativamente
curtos e apresenta muita mais “superficie” do que a implicita superficie sugerida pelo mode-
lo esférico. As micrografias parecem mostrar que as micelas sdo constituidas de tubulos, os
quais saem de uma estrutura mais volumosa, presumivelmente de caseinas. Os tubulos tém
um diametro aproximado de 20 nm, o qual é consistente com as dimensdes dos nanoaglo-
merados de fosfato de célcio/caseina. Apesar da area da superficie ser muito grande, ainda
assim a micela é protegida da aproximagao de particulas grandes (como outras micelas) pe-
los tubulos. Por outro lado é possivel notar que existe muito espaco para a aproximagao de
moléculas individuais de proteinas ou mesmo para pequenos agregados de proteinas. Ven-
do pela perspectiva de outra micela ela é impenetravel, mas pela perspectiva de uma molé-
cula de proteina de soro ou de quimosina a camada de filamentos mostra grandes lacunas.
Essas lacunas podem ser grandes o suficiente para permitir 0 encaixe de moléculas téao
grandes como as k-carragenas, as quais acredita-se que se ligam as k-caseinas das mice-
las. E possivel supor que as k-caseinas estejam localizadas no final dos tubulos. Com base
nas micrografias € impossivel localizar individualmente as caseinas, mas esté claro que a

definicao de “superficie” e “interior” deve ser reavaliada devido a complexidade da estrutura.

Figura 1 - Micrografia eletrénica de uma micela de caseina, barra de escala
=200 nm (DALGLEISH, SPAGNUOLO & GOFF, 2004)

As proteinas do soro estdo na solugao e tém forma globular e uma estrutura mais de-
finida e compacta do que as caseinas. Essa estrutura é devida: as ligagoes dissulfidicas, a
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falta de grupos fosfatos e ao fato de que elas nao reagem com calcio e ndo se agregam no

seu estado nativo (TAMINE & ROBINSON, 1999). A figura 2 mostra uma imagem tridimen-

sional da estrutura da B-lactoglobulina.

Aval A Asp

- B

Figura 2 - Imagem tridimensional da estrutura da
B-lactoglobulina (SGARBIERI, 2005)

Em tratamentos térmicos com temperaturas mais altas do que 70 °C as principais
proteinas do soro: B-lactoglobulina (B-Ig) e a-lactaloumina (a-lac), desnaturam. A mudanca
conformacional da B-Ig induzida pela temperatura expde as partes hidrofébicas dos polipep-
tideos e dos grupos tidis reativos. Esses grupos podem formar ligacdes dissulfidicas com
outros grupos tidis ou pontes dissulfidicas. Durante o aquecimento do leite principalmente a
B-lg interage de forma covalente com a x-caseina presente no exterior das micelas de case-
ina. Entretanto, quantidades significativas de a-lac e outras proteinas de soro também po-
dem interagir com as micelas de caseina. Adicionalmente, agregados de proteinas de soro
ligados dissulfidicamente sdo formados. Dessa forma, o leite tratado termicamente € uma
complexa mistura de proteinas de soro nativas e desnaturadas e micelas de caseina, sendo
que as proteinas de soro desnaturadas aparecem como agregados de proteina de soro ou
associadas as micelas de caseina. As proteinas de soro formam apéndices nas micelas de
caseina, formando um tipo de cobertura nas micelas que evita a aglomeracao das micelas e
aumenta o numero de pontos de contato entre elas. Estas interagcdes, que ocorrem no leite
tratado termicamente provocam o aumento da firmeza e a menor suscetibilidade a sinérese
nos géis obtidos por acidificacdo (FAERGEMAND & QVIST, 1997; VASBINDER et al.,
2003a).

A figura 3 mostra esquematicamente a desnaturagdo e a agregacdo da fB-
lactoglobulina sob a agao do calor e agitagdo e a figura 4 mostra a curva de desnaturagéo

da B-lactoglobulina (temperatura x tempo).
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Estado globular Desnaturagdo. Exposicao Agregacdo e liga-
nativo (3 nm) dos grupos reativos ¢oes cruzadas indu-
zidas pelo calor
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Figura 3 — Representacao esquematica da desnaturagéo e agregacéao da
B-lactoglobulina no soro sob a influéncia de calor e agitagdo (KULOSIK et
al., 2003)
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Figura 4 - Curva de desnaturagdo da B-lactoglobulina (KU-
LOSIK et al., 2003)

Quanto maior o grau de desnaturacao das proteinas do soro maior sera a firmeza do
gel e menor sera a separagao de soro, devido a ligacao das proteinas de soro na superficie
das micelas de caseina. Isso pode ser explorado para otimizar a textura de iogurtes (KULO-
SIK et al., 2003; BONISCH et al., 2007a).

Segundo Tamine & Robinson, (1999), as propriedades funcionais das proteinas de
soro se tornam mais aparentes quando o leite é aquecido a temperaturas acima de 80 °C,

elas sdo desnaturadas e ligam-se a k-caseina para formar uma micela mais estavel.
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Parnell-Clunies et al., (1988) mediram a viscosidade durante a fermentagéo dos géis
de leites tratados termicamente e sem tratamento. Como se pode observar na figura 5 as
amostras tratadas apresentaram viscosidades muito maiores do que o controle (identificada
como “control”) sem tratamento, indicando que hé interagcdes entre as proteinas de soro e as
micelas de caseina no tratamento térmico. Na figura, V-10 corresponde a um tratamento de
85 °C/10 minutos amostra que apresentou a maior viscosidade, seguida da HTST-1,87 com
tratamento térmico de 98 °C/1,87 minuto e depois pela amostra UHT-6 com 140 °C/6 segun-
dos, indicando também que as condi¢des do tratamento térmico influenciam na viscosidade
do gel. O ponto no qual a curva comega a subir coincide com o ponto de dissociagao micelar
(também medido nesse trabalho) e o subsequiente aumento da viscosidade. Os autores atri-
buiram esse comportamento as reagoes de agregagoes.
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Figura 5 - Efeito do tratamento térmico do leite na viscosidade
do gel versus o tempo de incubagdo (43 °C) (PARNELL-
CLUNIES et al.,1988)

Vasbinder et al., (2003b) submeteram ao mesmo tratamento térmico (90 °C/10 minu-
tos) leite normal e leite sem proteinas de soro (obtido por ultra e microfiltracéo). Esses leites
foram acidificados e a elasticidade dos géis foram medidas. Eles concluiram que claramente
a maior elasticidade obtida com o leite normal foi devido a presenca das proteinas de soro,
especificamente pela formacao de apéndices de proteinas de soro sobre as micelas de ca-
seina (observados por microscopia eletrénica) durante o tratamento térmico.

Apéds o tratamento térmico o leite € resfriado na temperatura étima de fermentacao
da cultura utilizada, geralmente é usada uma cultura mista de S. thermophilus e L. delbruec-
kii subesp. bulgaricus, sendo 40 - 45 °C a faixa de temperatura 6tima de crescimento para
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essa cultura. O tempo de fermentacao varia com a quantidade e a concentracdo da cultura
adicionada ao leite e a temperatura, pode ser rapido como 2,5 horas quando se usa 3% de
cultura ou até 18 horas utilizando-se temperatura de incubacao de 30 °C. O iogurte é forma-
do pela fermentacéo lenta da lactose. Outros produtos fermentados utilizam diferentes cultu-
ras (TAMINE & ROBINSON, 1999).

Lee & Lucey, (2004) estudaram o efeito da quantidade de inoculo e da temperatura
de fermentacao nas propriedades fisicas e na estrutura do iogurte e observaram que quanto
maior a quantidade de in6culo menor o tempo para atingir o pH de 4,60, e que o pH de geli-
ficagcdo nao se altera com o aumento de inéculo. Os autores concluiram que 0 uso de uma
combinag¢do de uma quantidade de inéculo de intermediaria para alta (por exemplo: 2%) e
uma temperatura de incubacdo de aproximadamente 40 °C pode conferir ao iogurte uma
menor separacao de soro e menos defeitos de textura.

Entretanto, o tempo de incubacéo, a quantidade de inéculo e a temperatura de incu-
bagao tém influéncia na proporgao das 2 bactérias e essa proporgao tem influéncia na quali-
dade do produto final, principalmente em relacdo ao sabor, aroma e viscosidade. Por exem-
plo, a proporgédo ideal de 1:1 entre as bactérias na temperatura de incubagao de 45 °C é a-
tingida apés 2,5 horas com 2,5% de in6culo (WALSTRA, WOUTERS & GEURTS, 2006). De-
talhes e fatores que influenciam a simbiose, a proporcéo entre o S. thermophilus e o L. del-
brueckii subesp. bulgaricus e as consequiencias no iogurte sdo apresentados no item
2.1.4.3. De acordo com o Regulamento Técnico de ldentidade e Qualidade de Leites Fer-
mentados, o produto chamado de iogurte deve conter obrigatoriamente Streptococcus ther-
mophilus e Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus, e outras bactérias acido-lacticas po-
dem ser adicionadas de forma complementar (BRASIL, 2007).

Durante a fermentacao ocorre a formagao do gel. Os géis lacteos tém uma enorme
importancia econdmica, porque a gelificacdo é a primeira etapa critica tanto na fabricacéo
de queijos como de iogurte, e a aparéncia, microestrutura e as propriedades reoldgicas sao
caracteristicas que contribuem de um modo geral para a percepgao sensorial e a funcionali-
dade desses produtos (LUCEY, 2002).

A formacgéo de géis durante a fabricagdo de certos produtos lacteos ocorre basica-
mente devido a desestabilizagcdo do complexo de caseina. Esses géis sao irreversiveis e
sdo classificados em diferentes grupos:

= géis formados por agao enzimatica, como resultado da agdo coagulante que desestabi-
liza a x-caseina permitindo a agregacao da caseina na presenca de ions de calcio;

= géis induzidos pelo calor, ocorrem em leites UHT ou evaporados quando a fragao pro-
téico nao foi bem estabilizada;
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= géis formados por indugado &cida durante o processo de fermentacado do leite, por e-
xemplo o iogurte;

= géis induzidos pelo sal/calor, normalmente formado durante o processo de fabricacdo
da ricota (TAMINE & ROBINSON, 1999).

As micelas de caseina sado estaveis no pH natural do leite, aproximadamente 6,7;
devido a presenca de k-caseina e sua formacao filamentosa na superficie da micela. As mi-
celas de caseina tendem a agregar-se quando a estabilidade desses filamentos é alterada
por fatores, como: diminui¢gao do pH, agdo enzimatica ou pela adigao de alcool. O ponto iso-
elétrico da caseina, pH no qual a molécula tem sua carga elétrica neutralizada é de aproxi-
madamente pH 4,60 a 20 °C, nesse ponto a solubilidade € minima, ndo ha mais repulsao
entre as moléculas e a caseina coagula. Chegando nesse ponto através do abaixamento
gradual do pH significa que a solubilidade desses filamentos diminui. A estabilidade dos fi-
lamentos permanece inalterada até pH 5,0 (a 20 °C). Entdo com uma pequena mudanc¢a no
pH os filamentos colapsam e as micelas de caseina se agregam e formam o gel (VASBIN-
DER et al, 2003b).

A formacao do gel depende da temperatura porque o ponto isoelétrico depende da
temperatura. Acidificacdo a baixas temperaturas diminui consideravelmente o pH no qual o
gel é formado comparado a condi¢cdes de temperatura ambiente. Resultados obtidos com
caseinato de so6dio demonstraram que aumentando a temperatura de acidificagéo de 20 pa-
ra 40 °C aumenta o pH de gelificagdo (VASBINDER et al, 2003b).

Parnell-Clunies et al.,(1988) estudaram perfis de gelificagcdo do iogurte e observaram
que na temperatura de fermentagao do experimento (43 °C) em pH 5,4 as micelas de casei-
na estao intactas (diametros de 100 a 250 nm sédo predominantes), em pH 5,1 as micelas
parecem passar por um processo parcial de desintegragao em sub-particulas (didmetros de
30 a 40 nm), em pH 4,8 é evidente a formacao de uma estrutura completamente diferente,
consistindo de grandes agregados de caseina de forma e tamanho nao especificados. Es-
sas mudangas correlacionaram-se perfeitamente com a quantidade de célcio i6bnico no meio.
Quanto menor o pH, maior a quantidade de calcio idnico até o pico quando ocorreu a disso-
ciagao das micelas em pH 5,1, depois a quantidade de célcio idbnico manteve-se constante.

A acidificagéo do leite diminui a estabilidade da x-caseina na superficie das micelas
de caseina, estas ultimas tém a sua estabilizagao estérica diminuida e as forgas de Van der
Waals causam floculacdo (VASBINDER et al, 2003a). Estudos da dissociagdo das micelas
de caseina e agregacao durante a gelificagdo por indugédo acida sugerem que 0s mecanis-
mos envolvidos sdo dependentes do pH e da temperatura. Diminuindo o pH diminuem as
forgcas repulsivas e permitem interagbes hidrofobicas causando a coagulagao das micelas de
caseina (TAMINE & ROBINSON, 1999). Em pH mais baixos a carga negativa da caseina
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diminui, o que diminui a repulsao eletrostatica entre as moléculas de caseina aumentando a
interacao caseina-caseina, através de interagdes hidrofébicas (LUCEY, 2002).

Lee & Lucey, (2006) observaram no seu trabalho com iogurte batido que houve uma
diminuicdo do tempo de gelificagdo e um aumento do pH de gelificagcdo com o aumento da
temperatura do tratamento térmico e da temperatura de fermentagdo. Mounsey, O’Kennedy
& Kelly, (2005) preparam uma solugao contendo apenas caseina micelar e observaram que
o ponto de gelificacdo dessa dispersao ocorreu em pH 4,9 a 40 °C.

No estagio final da incubagado quando o pH desejado € atingido o iogurte deve ser
resfriado a 15 — 22 °C para diminuir sensivelmente a atividade das bactérias. O tratamento
mecanico deve ser suave para que o produto final tenha a consisténcia correta. O resfria-
mento acontece em um trocador de calor a placas, com um desenho de placas especial pa-
ra garantir um tratamento mecanico mais brando. Apés o resfriamento o produto é bombea-
do para tanques-pulmao (TETRA PAK, 1995).

No caso da adigao de preparado de fruta, normalmente ela é feita em linha utilizan-
do-se um misturador estatico durante o bombeamento do iogurte para as maquinas de en-
vase, em seguida o iogurte é armazenado em camara fria (TETRA PAK, 1995).

Quando é usado leite reconstituido, o leite em p6 deve ser misturado na agua a 35-
45 °C, utilizando-se um sistema de funil e bomba ou “tri-blender” para mistura e recirculagao,
apos a adicao do leite em pé a recirculagéo é parada e a mistura é deixada em repouso até
que o leite em pd seja completamente dissolvido, isso leva aproximadamente 20 minutos
(TAMINE & ROBINSON, 1999).

Como comentado anteriormente, na producdo de bebida lactea fermentada o soro
também pode ser adicionado no final do processo, nesse caso se obtém primeiro o leite
fermentado ou o iogurte que é resfriado, o soro previamente pasteurizado é resfriado e mis-
turado ao iogurte antes do envase, como realizado por Sivieri & Oliveira, (2002) e Penna,
Oliveira & Tamine, (2003).

2.1.4 Ingredientes utilizados

2.1.4.1 Leite e leite em pé

De acordo com o Regulamento Técnico de Identidade e Qualidade de Leite Cru Re-
frigerado, entende-se por leite o produto oriundo da ordenha completa ininterrupta em con-
digbes de higiene, de vacas sadias, bem alimentadas e descansadas. O leite de outras es-
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pécies deve denominar-se segundo a espécie da qual proceda (BRASIL, 2002). Leite € um
ingrediente obrigatdrio para producao de bebida lactea fermentada, e pode ser: in natura,
pasteurizado, esterilizado, UHT, reconstituido, em pd, concentrado, integral, parcialmente
desnatado e desnatado (BRASIL, 2005). Leite em p6 é definido como o produto obtido por
desidratacao do leite de vaca integral, parcialmente desnatado ou desnatado e apto para a
alimentacdao humana, mediante processos tecnologicamente adequados. O integral deve ter
no minimo 26% de gordura e o maximo de 3,5% de umidade e o desnatado no maximo
1,5% de gordura e 4,0% de umidade (BRASIL, 1997).

O leite apresenta-se como uma emulsao liquida em que a fase continua é formada
de agua e substancias hidrossolUveis ao passo que a fase interna ou descontinua é forma-
da, principalmente, de micelas de caseina e de glébulos de gordura. O leite de vaca, o mais
importante do ponto de vista comercial e industrial, € composto de agua, 87,3%, e solidos
totais, 12,7%, assim distribuidos: proteinas totais, 3,3 a 3,5%; gordura, 3,5 a 3,8%; lactose,
4,9%; além de minerais, 0,7% (SGARBIERI, 2005). A composigao do leite varia com a raga
do animal, tipo de alimentagao, estagio da lactagcdo e com o clima (WALSTRA, WOUTERS
& GEURTS, 2006).

As proteinas do leite constituem ingredientes dos mais valorizados pelas suas exce-
lentes propriedades nutritivas, tecnolégicas e funcionais. Essas propriedades derivam da
composicao em aminoacidos que atendem a maioria das exigéncias fisiolégicas do ser hu-
mano e de suas propriedades fisico-quimicas, que proporcionam propriedades funcionais de
grande interesse tecnolégico como: solubilidade, absorcao e retencao de agua e de gordura,
capacidade emulsificante e estabilidade das emulsées, capacidade espumante e estabilida-
de de espuma, gelificacdo, formacao de filmes comestiveis e biodegradaveis, formacao de
microparticulas, melhoria nas propriedades sensoriais € na aceitacdo dos produtos (SGAR-
BIERI, 2005).

A importancia, o papel, os mecanismos e as interacoes dessas proteinas durante o
processamento do leite até a formagao do gel de produtos obtidos por fermentacao acida
foram comentados em detalhes no item 2.1.3.

2.1.4.2 Soro de leite e soro de leite em po

O soro de leite é definido como o produto derivado do leite, obtido durante a fabrica-
cao de queijo, caseina ou produtos similares pela separacdo da coalhada apés a coagula-
cao do leite e ou de produtos obtidos do leite, enquanto que o soro em p6 é definido como o
produto obtido pela desidratagéo do soro. (CODEX, 1995).
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A composicao e o tipo de soro obtido na industria leiteira variam em funcao dos pro-
cessos tecnoldgicos empregados, do leite utilizado e do tipo de queijo fabricado. Os princi-
pais tipos sdo os obtidos por coagulagéo enzimatica, soro doce, e o por coagulagao acida, o
soro acido. Vérias opgdes para o aproveitamento de soro podem ser utilizadas, desde o uso
como matéria-prima para a obtencao de bebidas lacteas até a utilizacao de modernas tecno-
logias para a obtencdo de produtos especificos, como: soros em pd desmineralizados e
concentrados protéicos (TEIXEIRA & FONSECA, 2008).

O soro de leite (liquido, concentrado ou em pd) também € um ingrediente obrigatorio
para a fabricacao de bebida lactea (BRASIL, 2005). A tabela 3 mostra as composi¢cdes mé-
dias de soros provenientes da fabricagdo de queijos mussarela e minas-padrdao e a compo-
si¢éo tipica do soro em p6.

Tabela 3 — Composigdo média de soro de queijos mussarela e minas-padrdo e composicao tipi-

ca do soro em po

% Soro de queijo mussarela Soro de queijo minas-padrao Soro em pé
Proteinas 0,84 0,80 min. 10,0
Gordura, 0,77 0,68 2,0
Lactose, 4,42 412 61,0
Cinzas 0,47 0,49 9,5
Sélidos totais 6,33 6,28 min. 95,0

FONTE: Adaptado de CODEX, 1995 e TEIXEIRA & FONSECA, 2008

2.1.4.3 Fermento lacteo

logurte € um leite fermentado produzido pela adigdo de Streptococcus salivarius
subsp. thermophilus e Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus ao leite. A relagdo simbid-
tica entre essas duas bactérias 4cido-laticas termofilicas tem sido utilizada durante muitos
anos pelos fabricantes de iogurte (RADKE-MITCHEL & SANDINE, 1986).

Os bacilos, mais proteoliticos, aumentam o crescimento dos estreptococos através
da formacao de pequenos peptideos e aminoacidos, sendo a valina o aminoacido principal.
O leite contém muito pouco desses aminoacidos e 0s cocos que sao muito pouco proteoliti-
cos e formam os aminoacidos muito lentamente. Os cocos aumentam o crescimento dos
bacilos através da formacgao de acido férmico e por uma rapida producao de dioxido de car-
bono. As duas bactérias decompdem a lactose em glicose e galactose. A maioria da glicose
€ decomposta e transformada em acido latico, devido a estimulagdo mutua durante o cres-

cimento dessas bactérias no leite, o acido latico € produzido muito mais rapido do que seria
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produzido por uma das culturas puras individuais. Tanto o estreptococo como o lactobacilo
contribuem significativamente para a qualidade do iogurte, ambas as espécies devem estar
presentes em grande numero no iogurte e no indculo. A proporgao ideal entre as bactérias é
de 1:1 e é afetada basicamente por 3 fatores: tempo de incubacao, percentual de inéculo e
temperatura de incubacdo. Tempos de incubacao curtos normalmente levam a uma baixa
acidez que ocasionard uma maior proporcao de cocos, enquanto que longos tempos de in-
cubacado geram uma maior acidez e os bacilos que sdo menos suscetiveis a acidez, vao
crescer mais do que o0s cocos e vao estar em maior nimero. O aumento da quantidade de
inéculo aumenta a taxa de produgao de acido que favorece o crescimento dos bacilos e re-
tarda o crescimento dos cocos. Os bacilos tém uma temperatura étima de crescimento maior
do que dos cocos. Uma temperatura de incubagédo um pouco maior do que 45 °C mudara a
proporcao em favor dos bacilos e temperaturas mais baixas em favor dos cocos. Na tempe-
ratura de 45 °C, a proporgao ideal de 1:1 entre as bactérias é atingida apds 2,5 horas com
2,5% de in6culo (WALSTRA, WOUTERS & GEURTS, 2006).

Ainda que a atividade das bactérias seja étima a 45 °C se recomenda para alcangar
a relacdo de 1:1 entre as bactérias incubar a 42 °C utilizando-se 2% de inéculo (TAMINE &
ROBINSON, 1991). De um modo geral temperaturas entre 40 °C e 45 °C sao 6timas para a
producdo de iogurte (TAMINE & ROBINSON, 1991 e 1999). Kurmann, Rasic & Kroger,
(1992) recomendam para a producao de iogurte 2% de inéculo e temperatura de 41 ou 42
C.

S. thermophilus e L. delbrueckii subsp. bulgaricus formam substancias que contribu-
em para o sabor do iogurte e também para sua estrutura e consisténcia. Os principais com-
postos sdo: o &cido latico que além de propiciar a formagéao do gel do iogurte pelo abaixa-
mento do pH é um componente muito importante do sabor, é produzido em igual quantidade
pelas 2 bactérias; o acetaldeido, que € um componente essencial do aroma caracteristico do
iogurte, é principalmente formado pelos bacilos; o diacetil, também importante no aroma do
iogurte é produzido pelo S. thermophilus e em menor grau pelo L. delbrueckii subsp. bulgari-
cus; e os polissacarideos produzidos pelas 2 bactérias que tém um papel importante na co-
sisténcia do iogurte, principalmente do iogurte batido (WALSTRA, WOUTERS & GEURTS,
2006).

A incorporacao de microorganismos probiéticos como adjuntos dietéticos em diferen-
tes produtos lacteos tem reforgado suas propriedades funcionais resultando em aumento no
consumo, além de excelentes caracteristicas sensoriais. Os probiéticos sdo descritos como
microorganismos vivos que quando administrado em quantidade adequada conferem bene-
ficios a seus consumidores. Em derivados lacteos as bactérias probidticas mais utilizadas
séo Lactobacillus acidophilus e Bifidobacterium (CUNHA et al., 2008).
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O cultivo de bactérias lacticas, de bactérias lacticas especificas ou leite fermentado é
um ingrediente obrigatério para a producéo de bebida lactea fermentada, sendo que a con-
tagem de microorganismos viaveis no produto final deve ser > 10° UFC/g (BRASIL,2005).

Dessa forma a presenca de bactérias lacticas, caracteriza a bebida lactea fermentada.

2.1.4.4 Outros ingredientes

Uma série de outros ingredientes opcionais lacteos e nao lacteos podem ser adicio-
nados a bebida lactea fermentada, como: creme, sélidos de origem lactea, manteiga, gordu-
ra anidra do leite, caseinatos, proteinas lacteas, leitelho, agucares, edulcorantes, pedagos e
ou polpa e ou suco de frutas, mel, cereais, vegetais, gordura vegetal, chocolate, café, frutas
secas, especiarias e outros alimentos aromatizantes naturais e inécuos e ou sabores, ami-
dos ou amidos modificados, gelatina e outras substancias alimenticias; desde que o produto
final tenha consisténcia liquida (com diferentes graus de viscosidade) e minimo de 1% (m/m)
de proteinas de origem lactea para o produto com adi¢cdes. Uma série de aditivos e coadju-
vantes de tecnologia/elaboracdo também é permitida, como: acidulantes, reguladores de
acidez, corantes, aromatizantes, espessantes, estabilizantes, emulsificantes, conservadores
e enzimas (BRASIL, 2005).

2.2 ENZIMA TRANSGLUTAMINASE (TG)

As transglutaminases estao largamente distribuidas na maioria dos tecidos animais e
fluidos corporeos e estdo envolvidas em varios fendémenos biolégicos, como coagulagao do
sangue, cicatrizacao de ferimentos, queratinizagao epidérmica e endurecimento da mem-
brana eritrocita. TGs sao relatadas por serem responsaveis pela regulagéao do crescimento,
diferenciagao e proliferacdo celular. TGs também sé@o encontradas em plantas, peixes e mi-
croorganismos (MOTOKI & SEGURO, 1998). Uma das TGs mais conhecidas € o fator Xl
no sangue humano. Esse fator ajuda a estancar a hemorragia através da formacéao de liga-
¢Oes cruzadas de moléculas de fibrina e estabilizagdo dos polimeros de fibrina (KURAISHI,
YAMAZAKI & SUSA, 2001)

TGs foram primeiramente introduzidas em 1959 para descrever enzimas responsa-
veis pela atividade de transamidacao em figados de porquinhos-da-india. Pesquisas sobre a
aplicacao de TG comecaram pelo isolamento de enzimas de tecidos de mamiferos e de flui-
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dos corporeos. TG do figado de porquinho-da-india era a unica TG comercialmente disponi-
vel até o final dos anos 80. Ainda que o uso como melhorador de textura em alimentos esti-
vesse sendo discutido, sua fonte escassa e o complicado processo de purificagdo impu-
nham um preco extremamente alto para a enzima, resultando em um baixo interesse para
potenciais aplicagdes industriais. Adicionalmente TG requeria ion célcio para sua ativagao, o
que levava a precipitacdo de proteinas em alguns alimentos que contém caseina, globulina
de soja ou miosina (JAROS et al., 2006).

Ando et al. (1989) apos selecionarem aproximadamente 5.000 cepas de microorga-
nismos do solo, conseguiram isolar a TG do Streptoverticillium S-8112 e ainda a TG obtida
nao era dependente de ions calcio. Como a bactéria excreta a enzima no meio o rompimen-
to da célula ndo é necessario e a purificagao é mais facil (MOTOKI & SEGURO, 1998).

Devido a essas vantagens e a possibilidade de uma producédo em larga escala com
custos bem mais baixos pela tecnologia tradicional de fermentacao, a TG microbiana (MTG)
€ agora amplamente difundida como uma enzima funcional em varios segmentos da indus-
tria alimenticia (JAROS et al. 2006).

2.2.1 Mecanismos e caracteristicas da transglutaminase (TG)

A enzima transglutaminase (TG, EC 2.3.2.13) é uma enzima capaz de catalisar rea-
cbes de acil-transferéncia introduzindo ligacées cruzadas entre proteinas, peptideos e varias
aminas primarias. Quando os grupos €-amino de residuos de lisina em proteinas atuam co-
mo acil-receptores, ligacdes e-(y-Glu)-Lys inter e intramoleculares sdo formadas. Sem as a-
minas primarias no sistema de reacdo, agua se torna o acil-receptor e os grups Y-
carboxiamida de residuos de glutamina sdo deamidados, se tornando residuos de acido glu-
tamico (ANDO et al, 1989; ZHU et al.,1995; MOTOKI & SEGURO, 1998; KURAISHI, YAMA-
ZAKI & SUSA, 2001; YOKOYAMA, NIO & KIKUCHI, 2004). A figura 6 mostra as reagdes ca-
talisadas pela TG.

Como resultado da ligacao cruzada dos residuos de glutamina e lisina de ligacoes
peptidicas, ligagcoes isopeptidicas &-(y-glutamil)lisina e polimeros de alto peso molecular séo
formados (HINZ et al, 2007).

As ligagdes cruzadas dentro e entre proteinas catalisadas pela TG permitem entéo
uma modificacdo de sua estrutura em nivel molecular, o que afeta as propriedades funcio-
nais dessas proteinas e possibilita novas maneiras de formagdes estruturais (MOTOKI &
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SEGURO, 1998). A estrutura molecular original das proteinas determina se a ligagéao cruza-
da por TG é possivel e em que extensdo (HAN & DAMODARAN, 1996).
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Figura 6 - Reagdes catalisadas pela TG - (A) aci-TRANSFERENCIA, (B) ligacdo cruzada e (C)
deamidacéo (JAROS et al., 2006)

Em sistemas alimenticios que contém proteinas a reagao de ligagao cruzada (B) (FI-
GURA 6) ocorre antes das outras reagdes. As ligagdes &-(y-Glu)-Lys (inter e intramolecula-
res) sao covalentes, portanto mais estaveis que as ligagdes ibnicas ou hidrofébicas. Essas
ligagcdes causam mudancas significativas nas propriedades dos alimentos que contém prote-
inas, mesmo pequenas quantidades dessas ligagdes tém um efeito significativo nas proprie-
dades dos alimentos (KURAISHI, SAKAMOTO & SOEDA, 1996; KURAISHI, YAMAZKI &
SUSA, 2001). Essas ligagbes alteram drasticamente a funcionalidade das proteinas (MO-
TOKI & SEGURO, 1998). As ligagbes cruzadas covalentes de proteinas catalisadas por TG
podem causar mudangas dramaticas no tamanho, conformacao, estabilidade e outras pro-
priedades das proteinas (TRUONG et al, 2004).

Devido a sua grande habilidade de induzir a formagéo de géis em solucdes protéicas,
as aplicacdes da TG tém sido investigadas em diversos alimentos (GERRARD, 2002). A TG
tem sido usada para modificar a funcionalidade de varias proteinas, incluindo as de soja,
miosina, gluten, globulina, caseina e proteinas do soro (TRUONG et al, 2004). A habilidade
da TG de modificar as propriedades técnicas-funcionais dos alimentos protéicos parece ser
uma das mais inovadoras utilizacdes de enzimas em tecnologia de alimentos da dltima dé-
cada (LORENZEN, 2007).
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2.2.2 Transglutaminase de origem microbiana (MTG)

2.2.2.1 Processo de fabricacdo da MTG

Ando et al., (1989) exploraram a possibilidade de produzir transglutaminase de mi-
croorganismos e apds uma sele¢do de 5.000 cepas, foram encontrados varios microorga-
nismos que mostraram atividade de transglutaminase, dentre esses o Streptoverticillium S-
8112 foi 0 que mostrou maior atividade e praticamente somente no caldo de fermentagéo
dessa cepa foi observada a atividade de transglutaminase. Esse microorganismo é derivado
de uma variante de Streptomyces mobaraensis, formalmente classificado como Streptoverti-
cillium mobaraense (YOKOYAMA, NIO & KIKUCHI, 2004).

No processo de fermentacao para a produgao de transglutaminase o microorganismo
€ adicionado no meio contendo glicose, sacarose, amido, glicerina e dextrina como fonte de
carbono. As fontes de nitrogénio podem ser organicas ou inorgéanicas, nitrato de aménio,
sulfato de aménio, uréia, nitrato de sodio, cloreto de amoénio, soja, arroz, milho, trigo, pepto-
na, extrato de carne, caseina, aminoacidos e extrato de levedura podem ser usados. Mine-
rais e outros elementos necessarios sédo: fosfato, magnésio, potassio, ferro, cobre, zinco e
vitaminas; surfactantes néao iénicos e antiespumante podem ser adicionados se necessario
(ZHU et al., 1995). Utilizando-se um meio racionalmente otimizado com base na necessida-
de de nutrientes para a sintese celular e producédo de MTG, a produgédo da enzima pode ser
aumentada em 4 vezes. A falta de certos aminoacidos limita a sintese de MTG, mas esses
aminoacidos ainda nao foram identificados, entretanto analisando a distribuicdo do fluxo me-
tabodlico é possivel identificar o que impacta no crescimento celular e determinar os nutrien-
tes necessarios para a sintese da MTG (ZHU et al., 1998).

A fermentacgao é aerdbica e requer aeracao e agitacdo. A faixa 6tima de temperatura
de fermentagéo é de 25 a 35 °C e o tempo depende das condigdes do meio de cultura e é
determinado pela mais alta atividade de transglutaminase que pode ser conseguida, nor-
malmente varia de 2 a 4 dias. A MTG obtida esta dissolvida no caldo da fermentacao e pode
ser recuperada através da separagao do material s6lido do caldo. Os métodos normalmente
usados para a purificagdo de enzimas podem ser usados para a MTG, por exemplo: extra-
¢ao por etanol, acetona, alcool isopropilico e outros solventes organicos. Efeito “salting-out”
com sulfato de aménio e cloreto de sddio, didlise, ultrafiltragdo, cromatografia de troca i6ni-
ca, cromatografia de absorcéao e outros métodos podem ser usados para purificar a enzima.
Uma combinacao de métodos pode ser usada para aumentar a eficiéncia e a recuperacao.

A enzima obtida pode entdo ser misturada com estabilizantes, como: varios sais, acucares,
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proteinas, lipideos e surfactantes (ZHU et al., 1995). A figura 7 mostra uma representacao

tridimensional da transglutaminase microbiana.

Figura 7 — Representagdo tridimensional da MTG (YO-
KOYAMA, NIO & KIKUCHI, 2004)

A Ajinomoto teve sucesso em criar um método de produgdao em massa de transglu-
taminase por fermentacao (AJINOMOTOa) como descrito acima, e comercializa esse produ-
to no Brasil como a marca ACTIVA® (AJINOMOTOb). A transglutaminase comercializada
pela Ajinomoto possui varios tipos de preparagoes, que diferem em fungéo do tipo de aplica-
cao a que se destina. A grande variacao de cada tipo de preparacao € o veiculo utilizado e a
concentracao de transglutaminase existente. Abaixo sdo mostrados os ingredientes que
compode as 2 preparacdes enzimaticas utilizadas nesse trabalho.

= ACTIVAsMP: consiste na mistura de lactose, maltodextrina e enzima MTG (ANEXO ).
Esta preparagéo é utilizada em derivados lacteos (AJINOMOTOc);

= ACTIVARYG: consiste na mistura de lactose, extrato de levedura, maltodextrina, enzima
MTG e 6leos de cartamo (ANEXO II). Esta preparagéo € utilizada em iogurtes e produ-
tos similares (AJINOMOTOd).

2.2.2.2 Propriedades da MTG

Diferentemente da TG obtida de figado de porquinho-da-india, a MTG € totalmente
Ca* independente. Essa propriedade é muito (til na modificacdo de vérias proteinas pre-

sentes nos alimentos, como as caseinas, globulinas de soja e miosinas que sdo sensiveis
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ao calcio e facilmente precipitam na presenca de Ca? (YOKOYAMA, NIO & KIKUCHI,
2004).

O seu peso molecular é de aproximadamente 38 kDa (ANDO et al., 1989; KANAJI et
al., 1993), aproximadamente a metade do da TG derivada de figado de porquinho-da-india
que tem um ponto isolétrico de 4,5 contra 9,0 da MTG (ANDO et al., 1989). E uma enzima
monomeérica formada por uma Unica cadeia de polipeptideo (ANDO et al., 1989; KANAJI et
al., 1993). Entretanto ela tem 2 sitios potenciais de glicosilacao (KANAJI et al., 1993; YO-
KOYAMA, NIO & KIKUCHI, 2004).

A MTG possui 331 aminoacidos e com uma sequiéncia muito diferente da derivada
de tecido de mamifero. Contém um Unico residuo de cisteina com um grupo tiol livre que €
essencial para sua atividade catalitica, indicando que a MTG faz parte da familia das tiol-
proteases. A sua anadlise estrutural sugere que ela tenha uma conformagao globular como é
tipica de proteinas secretorias, e sua hidropatia indica que a enzima é hidrofilica, mas com
muitas regides hidrofobicas distribuidas em intervalos especificos ao longo da cadeia (KA-
NAJI et al., 1993). A figura 8 mostra a estrutura primaria da MTG com o possivel residuo ati-
vo de cisteina.
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Figura 8 - Estrutura primaria da MTG; (*) Indica o possivel residuo ativo
de cisteina (MOTOKI & SEGURO, 1998)

Em relagéo a inibidores, Cu®, Zn**, Pb®* e Li* tém um forte efeito inibidor. Como me-
tais pesados sdo esperados a se ligar ao Unico grupo tiol do residuo de cisteina, isso esta
fortemente de acordo com a idéia de que esse residuo faz parte do sitio ativo da MTG (YO-
KOYAMA, NIO & KIKUCHI, 2004). Ela também é inibida por substancias organicas especifi-
cas indicando que ha um grupo SH participando da reagao (ANDO et al, 1989).

O pH étimo para a atividade da MTG esta entre 5 e 8 (FIGURA 9), entretanto a MTG
mostra alguma atividade em pH 4 e 9. Assim é estavel em uma larga faixa de pH. (ANDO et
al, 1989).

A temperatura 6tima da MTG é 50 °C (por 10 minutos a pH 6,0) e mantém atividade
total por 10 minutos a 40 °C, mas perde a sua atividade a 70 °C em poucos minutos (FIGU-
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RA 10). E ativada a 10 °C e retém alguma atividade perto do ponto de congelamento (YO-
KOYAMA, NIO & KIKUCHI, 2004).
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Figura 9 - Atividade relativa da MTG em relagéo ao
pH (ANDO et al, 1989)
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Figura 10 - Atividade relativa da MTG em relagéao a
temperatura (ANDO et al,1989)

A tabela 4 mostra os tempos necessarios para as reagdes em temperaturas diferen-
tes para se obter o mesmo resultado de uma reagao a 50 °C por 10 minutos em pH 6,0 e a
tabela 5 mostra a reatividade da MTG para varios substratos.

A MTG possui especificidade de substrato mais baixa do que a obtida de animais
(ANDO el al, 1989). A maioria dos alimentos que contém proteinas, como as globulinas de

leguminosas, gluten de trigo, gema e clara de ovo, albuminas, miosinas, fibrinas, caseinas,
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o-lactalbumina e B-lactoglobulina podem formar ligagdes cruzadas (NONAKA et al., 1989;
YOKOYAMA, NIO & KIKUCHI, 2004).

Tabela 4 - Atividade da MTG: relagdo entre

temperatura e tempo de reagéo

Temperatura (2C) Tempo (min)
5 240
15 105
20 70
30 35
40 20

FONTE: Adaptado de ANDO et al, 1989

Tabela 5 - Reatividade da MTG para vérias proteinas

Alimento

Proteina

Reatividade

Leite

caseina

O]

caseinato de sédio

a-lactoalbumina

B-lactoglobulina

Ovos

proteina da clara

proteina da gema

Carnes

mioglobina

colageno

gelatina

miosina

actina

Soja

globulina 11S

globulina 7S

Trigo

gliadina

(O NORNON IS NONNONNONEN NOR N> N> NORNO]

gluteina

@)

®: reage muito bem

FONTE: Adaptado de SAKAMOTO, KUMAZAWA & MOTOKI, 1994 e SHARMA,

O: reage bem

LORENZEN & QVIST, 2001

A: reage dependendo das condigdes

X: em geral ndo reage

Proteinas contendo muitas estruturas aleatérias como a caseina e a gelatina sao

bons substratos para a MTG. Proteinas contendo muitos residuos de lisina e glutamina, co-

mo as proteinas de soja e de trigo sdo também bons substratos. A reatividade das proteinas

pode muitas vezes ser otimizada por aquecimento ou mudanga de pH para desnaturar par-

cialmente a conformacdo do substrato. Os diferentes substratos também apresentam dife-
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rentes temperaturas, concentracao enzimatica, pH e tempos de incubagédo 6timos (SAKA-
MOTO, KUMAZAWA & MOTOKI, 1994).

Bénisch, Lauber & Kulosik, (2004), Bbnisch, Tolkachi & Kulosik, (2006) e De Jong,
Boumans & Wijngaards, (2009) demonstraram a presenga de um inibidor natural da MTG
em leite cru que é inativado por tratamento térmico. Esse inibidor também € encontrado em
leite que sofreu um tratamento térmico mais brando, como a pasteurizagdo ou qualquer ou-
tro tratamento térmico equivalente a 62 - 65 °C por 30 minutos (MIWA et al., 2007). O inibi-
dor ainda nao foi identificado, esta presente no soro do leite, ndo é um ion metalico livre, seu
peso molecular é de aproximadamente 200 Da, e acredita-se que se ligue aos residuos de
cisteina da TG reduzindo a sua atividade (DE JONG, BOUMANS & WIJNGAARDS, 2009).

Condi¢ées como 80 °C / 30 minutos, 85 °C / 15 minutos e 140 °C / 40 segundos apli-
cadas ao leite cru ou pasteurizado foram identificadas por aumentar significativamente a ati-
vidade enzimatica (BONISCH, TOLKACHI & KULOSIK, 2006).

Adicionando um agente redutor junto com a MTG no leite a atividade da enzima é
significativamente melhorada, um desses agentes é a glutationa (MIWA et al., 2007). Os in-
ventores também estudaram um extrato de levedura com alta concentragao de glutationa e
observaram que 0,007% de extrato em relagdo a base lactea desengordurada é suficiente
para melhorar significativamente a atividade da MTG e o efeito dessa concentracdo no sa-
bor do produto é desprezivel.

A preparacao enzimatica ACTIVAgYG contém extrato de levedura que por sua vez
contém glutationa (MIWA et al., 2007), essa preparacao € denominada no presente trabalho
como MTG+G.

2.2.2.3 Propriedades funcionais da MTG

A reacao mais eficiente da MTG é a de ligagdo cruzada através da ligagao e-(y-
Glu)Lis (FIGURA 11). Quando e-amino grupos de residuos de lisina atuam como acil recep-
tores, a ligacao mencionada acima é formada. A reagao de ligacao cruzada pode ser tanto
intermolecular como intramolecular e causa mudancgas significativas nas propriedades fisi-
cas dos alimentos que contém proteinas e produz efeitos Unicos sobre essas Ultimas. Esses
efeitos sdo muito Uteis para varios tipos de alimentos e ajuda a aumentar o valor comercial
desses alimentos. Dentre esses efeitos o0s principais sao: capacidade de gelificacdo, visco-
sidade, estabilidade térmica e capacidade de se ligar a agua (KURAISHI, SAKAMOTO &
SOEDA, 1996). MTG pode formar ligagdes e-(y-Glu)Lis (G-L) em varias proteinas e essas
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ligacbes cruzadas alteram drasticamente o comportamento da proteina. A aplicagéo da liga-
cao cruzada G-L deve levar ao desenvolvimento de produtos e processos inovadores (YO-
KOYAMA, NIO & KIKUCHI, 2004).

s Lys— Frotein

= CNH, ™~ —C—NH—]

Protein — GiIn—  “+.—Lysy Protein —+ Protein — Gln— + NH,
HoWN— |

MTG
?

Figura 11 - Reagao de ligagao cruzada entre lisina e acido glutamico induzida por MTG
(KULOSIK et al., 2003)

Com respeito a capacidade de gelificagdo, mesmo uma solugédo de proteina que nao
forma gel, formara gel se MTG for usada para formar ligagdes cruzadas nessas proteinas,
por exemplo: uma solu¢do de caseinato nao formara gel, mas se tratada com MTG ocorrera
a formacao de gel. No caso de uma proteina que tem capacidade de gelificagédo, o gel pro-
téico se torna mais firme através do tratamento com MTG. E conhecido que proteinas de
soja e miosina gelificam com o tratamento térmico, se MTG for adicionada, solu¢cdes dessas
proteinas gelificardo sem tratamento térmico (NONAKA et al., 1989). Essas mudangas na
capacidade de gelificacao s@o devidas a formacao de ligagées e-(y-Glu)Lis.

A firmeza do gel estéa relacionada com o aumento de ligagdes cruzadas, maior sera a
forca necessaria para romper o gel quanto maior o numero de ligagdes cruzadas existentes
no gel. O excesso de MTG causa um decréscimo na forca do gel, e este, por sua vez, fica
mais fraco e perde sua capacidade de retencao de agua, podendo ocorrer a sinérese, quan-
to maior a quantidade de enzima, maior sera o numero de ligagdes &-(y-Glu)Lis e 0 excesso
dessas ligagdes pode inibir o desenvolvimento uniforme da rede protéica (KURAISHI, SA-
KAMOTO & SOEDA, 1996).

Na figura 12 é possivel observar o aumento da forga do gel de uma solugéo de ca-
seinato com 0 aumento da concentragao enzimatica e posterior decréscimo da forga do gel
com concentragdes enzimaticas acima de 15 U g de proteina.

Kulosik et al., (2003) observaram o aumento da for¢a do gel de leite desnatado pre-
viamente tratado com MTG obtido por indugao acida. Nesse trabalho o gel obtido por indu-
¢ao acida do leite sem tratamento algum foi usado como controle, em seguida foi medida a
forca do gel do leite submetido a um pré-tratamento térmico de 80 °C / 2 minutos e foi ob-
servado um aumento de aproximadamente 2 vezes na forga do gel. No terceiro gel o pré-
tratamento aplicado foi uma alta pressao de 400 MPa e a forca do gel foi quase 3 vezes
maior do que o controle. No quarto gel o leite foi tratado com MTG e a forga do gel foi um
pouco mais do que 3 vezes a do controle. No ultimo foi feita uma combinacao de 2 pré-
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tratamentos, alta pressao e MTG e a forca do gel foi quase 7 vezes maior do que a do con-
trole e mais do que 2 vezes maior do que as dos géis pré-tratados com alta pressédo ou
MTG. Segundo os autores esse comportamento sinergistico pode ser explicado devido a
uma estrutura mais aberta das micelas de caseina que foram expostas a alta pressao, ofe-
recendo assim mais grupos reativos para as reagdes de transferéncia de grupos acil.

100

Forca para quebrar o gel (g)

0 10 20
MTG conc. (U/g proteina)

Figura 12 - Efeito da MTG na forga do gel de uma solu-
¢ao de caseinato incubada a 37 °C em pH 6,5 por 1 h.
Concentragéo protéica: 10% (m/m) (KURAISHI, SAKA-
MOTO & SOEDA, 1996)

Em relagédo a viscosidade, quando a proteina € polimerizada e ocorre um aumento
do peso molecular, normalmente ocorre um aumento da viscosidade da solu¢cao dessa pro-
teina. Consequentemente uma solugao de proteina tratada com MTG apresenta aumento de
viscosidade. Solugdes de caseinato tratadas com diferentes concentragcdes de MTG apre-
sentaram aumento de viscosidade a medida que a concentragao de MTG foi aumentada
(FIGURA 13). Foi confirmada a formagao de ligagdes cruzadas e as fragbes monoméricas
de caseinato diminuiram ou desapareceram e fragdes poliméricas (dimeros e trimeros) au-
mentaram (KURAISHI, SAKAMOTO & SOEDA, 1996).

Truong et al. (2004) observaram que o aumento da relacdo enzima/substrato em
uma solugao de isolado protéico de soro resultou em uma extensao das ligagdes cruzadas
nessa proteina, a qual foi manifestada pelo aumento da viscosidade aparente e mudancgas
nas propriedades de gelificacdo. Gauche et al., (2008) observaram que a formagéo de poli-
meros em uma solugédo preparada com soro de leite em pé aumentou proporcionalmente
com o aumento da MTG até o ponto maximo de exaustao do substrato. Eles também obser-
varam que o aumento do conteudo de polimeros de alto peso molecular na solugéo de soro
de leite resultou em um aumento da viscosidade da solucgéo.
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Figura 13 - Viscosidade de caseinato de sodio tratado
com MTG (KURASHI, SAKAMOTO & SOEDA, 1996)

As ligacdes ¢e-(y-Glu)Lis sao covalentes e estaveis, a estabilidade térmica € aumenta-
da com o aumento do numero dessas ligacées. Gel de gelatina é termoreversivel, é estabili-
zado por ligagdes hidrofébicas, entdo se aquecido a certas temperaturas, o gel se transfor-
ma em uma solugdo. Quando a solugdo de gelatina é tratada com MTG, ligagdes e-(y-
Glu)Lis sao introduzidas na sua estrutura e sua estabilidade térmica é significativamente me-
lhorada. Dependendo da concentragao de gelatina e das condigbes de reagdes enzimaticas,
um gel de gelatina pode ser dificil de se liquefazer mesmo a 120 °C. Com essa propriedade
produtos gelificados estaveis a altas temperaturas podem ser produzidos (KURAISHI, SA-
KAMOTO & SOEDA, 1996).

Leites UHT que foram previamente tratados com MTG tiverem a sua estabilidade
térmica melhorada. Parece que as ligagdes cruzadas entre caseinas individuais sdo as res-
ponsaveis pela prevengao da dissociacao micelar da x-caseina em valores de pH nas quais
as caseinas apresentam minima estabilidade. Os resultados desse estudo indicam que a
MTG tem potencial para aplicagdes comerciais como aditivo alimentar capaz de melhorar a
estabilidade térmica do leite (O’'SULLIVAN, KELLY & FOX, 2002).

Essas mesmas ligagdes cruzadas aumentam a capacidade de se ligar a agua. Géis
de alimentos tratados com MTG sao capazes de reter mais agua, mesmo com mudangas na
temperatura e choques fisicos. O iogurte tem problemas de separacado de soro com mudan-
cas de temperatura ou impactos fisicos. Se o leite utilizado na fabricacdo de iogurte for tra-
tado com MTG, obtém-se um produto com uma maior capacidade de reter a 4gua e menor
suscetibilidade a sinérese (KURAISHI, SAKAMOTO & SOEDA, 1996).

Diferentes proteinas (2 ou mais) podem ser covalentemente ligadas por MTG para
produzir novas proteinas com funcionalidades inovadoras. Por exemplo, conjugacao de ca-

seinas ou globulinas de soja com ovomucina melhora a atividade emulsificante se compara-
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da com as proteinas isoladas; a conjugacao de caseina e gelatina por MTG produz protei-
nas inovadoras que sao altamente soltveis em pH acidos (MOTOKI & SEGURO, 1998).

MTG é capaz de incorporar covalentemente aminoacidos ou peptideos dentro de
substratos protéicos, e essa reacdo pode melhorar o valor nutricional de alimentos para se-
res humanos e animais, porque aminoacidos ou peptideos incorporados por ligacées cova-
lentes se comportam como se fosse um aminoacido enddégeno. Por exemplo, caseinas e
proteinas de soja, as quais sao limitadas em metionina e lisina podem ser nutricionalmente
melhoradas por esse tipo de reagdo (YOKOYAMA, NIO & KIKUCHI, 2004).

2.2.2.4 Aplicagdes em derivados lacteos

A transglutaminase pode ser aplicada em iogurtes, queijos, sorvetes (MOTOKI &
SEGURO, 1998 e MOTOKI & KUMAZAWA, 2000), sobremesas, “dairy spreads”, molhos,
queijos processados e sobremesas congeladas (KURAISHI, YAMAZAKI & SUSA, 2001).

Cozzolino et al., (2003) preparam queijos a partir de leite tratado com MTG para in-
vestigar a possibilidade de reter as proteinas de soro dentro da massa através da formagéo
de homo e/ou hetero-polimeros. O experimento foi feito de 3 maneiras diferentes: (a) o leite
foi tratado com MTG antes de ser adicionado o coagulante; (b) o coagulante e a MTG foram
adicionados ao mesmo tempo; e (c) o coagulante foi adicionado antes da MTG. O primeiro
procedimento ndo permitiu a coagulacao do leite, provavelmente devido a formacgao de liga-
cbes cruzadas entre as k-caseinas. E bem conhecido que a coagulagdo do leite por agéo
enzimatica inclui a protedlise da k-caseina sobre a superficie da micela e uma reacao bimo-
lecular de agregacao lenta das micelas reativas. MTG provavelmente diminui a quantidade
de x-caseina na forma monomeérica, as quais sao altamente suscetiveis a ligagdo cruzada
devido a sua posicao periférica na micela de caseina. Consequentemente a tendéncia de
coagulacdo das micelas, fendbmeno altamente relacionado com o grau de hidrélise da -
caseina, diminui. Essa explicagdo pode ser usada também para a extensdo do tempo de
coagulagao observada no segundo procedimento, onde o coagulante e a MTG foram adicio-
nados ao mesmo tempo. As massas e 0s soros obtidos nos procedimentos (b) e (c) foram
analisados e foram encontrados resultados semelhantes. A quantidade de proteinas do soro
no soro obtido diminuiu com o aumento da quantidade de MTG adicionada e o rendimento
da massa aumentou com o aumento da quantidade de MTG. As analises mostraram um

aumento do teor de proteina na massa indicando que houve incorporacdo da f-
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lactoglobulina e da a-lactalbumina na massa. E ainda a adigdo da MTG resultou em uma
maior dureza e deformabilidade do queijo.

Piccolo, (2006) estudou o efeito da adicdo da MTG na massa utilizada para a fabri-
cacao de requeijao, observou um aumento de rendimento de 13% no requeijao utilizando
0,02% de MTG e um tempo de incubagé@o de 90 minutos. Também foi observado que o ren-
dimento é mais influenciado pela concentragao da enzima do que pelo tempo de incubagéo.
N&o foram observadas diferengas de viscosidade, coesividade e elasticidade quando com-
parado ao requeijao sem tratamento enzimatico, mas foram observadas diferengas em ou-
tros atributos de textura. Em relacdo a firmeza, adesividade, gomosidade e mastigabilidade
o requeijao sem MTG apresentou teores maiores.

Xiao-Qing, et al., (2003) patentearam um método de fabricacdo de queijos (princi-
palmente “cream cheese” e “cottage cheese”) onde a MTG é adicionada ao leite junto com
um agente acidulante que pode ser um fermento lacteo ou um acido (ndo pode ser usada na
producdo de queijos onde é utilizado um coagulante enzimético), apds a obtencao do pH
desejado, 0 soro € separado e a massa € aquecida para inativar a MTG. Com a massa obti-
da é preparado o queijo, principalmente os macios. O objetivo da patente é incorporar mais
proteinas na massa e diminuir a sinérese, defeito que ocorre nos queijos macios. Os resul-
tados obtidos provaram um aumento do teor de proteina ha massa e consequentes aumento
de rendimento e diminuicao de proteinas do soro no soro. Também foi observado que quan-
to maior a concentragdo enzimatica maior a incorporacao de proteina na massa. Andlise da
microestrutura da massa indicou a presenca de particulas menores e menos espagos vazios
entre as mesmas. Essa reducédo dos espacgos vazios provavelmente contribuiu para a redu-

¢ao da taxa de sinérese no queijo obtido com a massa tratada por MTG.

2.2.2.4.1 Aplicagdo em iogurtes

A area mais avancada no processamento de derivados lacteos usando transglutami-
nase € na fabricacdo de iogurte (LORENZEN, 2002). A textura do iogurte € altamente de-
pendente da funcionalidade dos componentes individuais, das interagdes entre os compo-
nentes e também das etapas do processo de producado. Por exemplo, aumentando o nivel
de proteina aumenta a forca do gel do iogurte; a presenca de gordura também aumenta a
forca de géis acidos; uma outra forma de modificar a textura de iogurte, a qual tem sido es-
pecialmente usada para iogurtes com baixos teores de gordura é através do uso de gomas.
Aumentando o teor de sélidos e adicionando gomas pode ser caro e por isso é de interesse
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investigar métodos alternativos para melhorar a textura de iogurtes (FAERGEMAND et al.,
1999).

A idéia basica atras do uso da TG na producao de iogurte € que as ligacdes cruza-
das das proteinas do leite podem representar uma importante alternativa para melhorar a
textura e as propriedades funcionais de um produto final sem ou reduzindo a fortificagdo
com solidos lacteos. Estudos apresentam beneficios promissores para produtos lacteos fer-
mentados, como: aumento da forca do gel, reducao da sinérese em iogurte firme e aumento
da viscosidade e cremosidade em iogurte batido (JAROS et al., 2006).

Em géis acidos obtidos por acidificagdo com glucono-delta-lactona, previamente tra-
tados com MTG foi observada uma forga de gel muito maior em comparagao aqueles sem
tratamento. E ainda apresentaram uma permeabilidade muito menor (FAERGEMAND &
QVIST, 1997).

logurtes firmes tratados com MTG apresentaram maior forga de gel quando compa-
rados com aqueles sem tratamento. Aumentando a dosagem de enzima aumentou a for¢a
de gel tanto dos iogurtes com alto teor de gordura como nos de baixo teor de gordura. O
aumento da for¢a do gel chegou a ser 15 vezes maior, e foi particularmente maior nos iogur-
tes com maior teor de proteina e gordura. Em alto teor de proteina o maior efeito foi prova-
velmente devido ao aumento do nimero de potenciais sitios de ligacao cruzada levando a
mais ligacoes desse tipo. Foi observado que 0,02% MTG pode substituir 30% de proteina
extra para se obter o mesmo perfil de textura de um iogurte enriquecido com 0 mesmo nivel.
Em relacéo a separacao do soro, a suscetibilidade de géis acidos a esse fen6meno pode ser
reduzida criando uma malha mais fina que imobiliza uma grande quantidade de agua. Per-
meabilidade é uma medida das caracteristicas da malha do gel e depende principalmente da
distribuicdo uniforme das particulas e do tamanho dos poros na malha do gel. A permeabili-
dade dos iogurtes foram medidas e diminuiu significativamente com o aumento da dose de
enzima e consequientemente esses iogurtes apresentaram efetivamente menos sinérese do
que os iogurtes sem tratamento enzimatico. A analise sensorial mostrou que através do tra-
tamento com MTG foi possivel reduzir a gordura e o teor de proteina e obter iogurtes simila-
res em textura aqueles com alto teor de gordura e com aumento de sélidos (FAERGEMAND
et al., 1999).

O uso de MTG para estabilizar iogurte foi examinado por Lorenzen, (2002), e adi¢cao
simultanea de cultura lactea e transglutaminase resultou em um tempo de fermentagéao mais
longo e uma poés-acidificagdo mais baixa durante a armazenagem. Os iogurtes tratados com
MTG apresentaram maior forca de gel e menor indice de sinérese, as razdes para essa Ul-
tima s&o devido a uma malha de proteina mais fina e uma distribuicdo mais regular das pro-
teinas no produto. Ainda, Lauber, Henle & Klostermeyer, (2000) observaram um aumento da
forca necesséria para quebrar o gel de iogurte e essa for¢a foi maior com o aumento do
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tempo de incubacdo da MTG de 20 para 60 minutos, além desse tempo nao foi observado
aumento na forca para quebrar o gel. Foi usada uma concentracao de 10,5 U de MTG / 100
mL de leite desnatado e a temperatura de incubacao foi de 40 °C. Nesse trabalho a oligome-
rizacao da caseina foi medida e surpreendentemente somente uma pequena quantidade de
oligomerizagédo é necessaria para um significante aumento da forca de ruptura do gel do io-
gurte e que os isopeptideos sdo quase que exclusivamente formados intramolecularmente
nas micelas de caseina.

Em iogurte firme desnatado, foi observado que quanto maior a quantidade de MTG
adicionada maior a viscosidade do iogurte e menor a sinérese. As ligagdes cruzadas das
proteinas lacteas parecem ser uma alternativa aceitavel ao invés da adigao de proteina ex-
tra ou estabilizante em iogurte desnatado. Entretanto para uma boa qualidade fisica e sen-
sorial a concentracao de MTG adicionada ao leite deve ser selecionada corretamente. Nes-
se caso a concentragao de 0,3 g/ litro de leite pareceu ser étima (OZER et al., 2007).

logurtes produzidos com leite tratado com MTG apresentaram menor indice de siné-
rese e maior viscosidade e indice de consisténcia (EL-NOUR, EL-KHOLY & EL-SALAM,
2004). Ainda em iogurte firme, Kuraishi, Yamazaki & Susa, (2001) observaram um aumento
da forca do gel do iogurte até o méaximo de 5 U de MTG g de proteina, em concentracdes
mais altas foi observada uma diminui¢do da for¢a do gel. Foi observado também reducéao da
separagao de soro.

Bénisch et al., (2007a) produziram iogurtes batidos adicionando a MTG junto com a
cultura lactea para avaliar os efeitos durante a armazenagem. Esse processo tem a vanta-
gem de evitar uma etapa a mais de aquecimento para inativar a enzima. Nesse caso a inati-
vacao da enzima depende da acidificagdo sem nenhum tratamento térmico. Como o pH di-
minui durante a fermentacéo do leite as condi¢des para a enzima se afastam da faixa 6tima
de pH. Com isso surgem duas questdes: Se o tempo disponivel é suficiente para a MTG
formar ligagdes cruzadas suficientes enquanto o pH diminui e se a enzima retém alguma de
sua atividade durante a armazenagem, mesmo fora da faixa ideal de pH? Os resultados
mostraram um aumento significativo da viscosidade nos iogurtes tratados com MTG. Quanto
a atividade enzimdtica residual, foi observado um aumento da viscosidade durante a arma-
zenagem, mas nao houve aumento no grau de polimerizagao das amostras, a possivel ex-
plicagao seria um efeito secundario do tratamento com MTG ocasionando uma aglomeragao
das proteinas de interagdes nao covalentes, como nao é possivel medir a atividade enzima-
tica no iogurte, ndo foi possivel provar que nao houve atividade enzimatica residual. Nesse
trabalho ndo foi observado um tempo maior de fermentagéo nos iogurtes adicionados de
MTG.

A adicdo da MTG simultaneamente com o fermento lacteo na producao de iogurtes

pode resultar em um produto com textura aspera e tendéncia a aglomeracgao, essas caracte-
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risticas séo intensificadas com o aumento de proteina no iogurte (BONISCH et al., 2007a). A
figura 14 mostra as diferentes texturas dos iogurtes tratados com MTG durante a fermenta-

¢ao e sem tratamento com diferentes niveis de proteina.

3,4% proteina 4,4% proteina 4,9% proteina

3,4% proteina 4,4% proteina 4,9% proteina

Figura 14 - Imagens de iogurte desnatado batido com ou sem fortificagcdo de
proteina com caseinato de sédio, com ou sem ligagbes cruzadas por MTG a-
dicionada simultaneamente durante a fermentagédo. Produto apds 6 semanas
de armazenagem A 4 °C; (A), (C) E (E) SEM MTG; (B), (D) E (F) com MTG
(BONISCH et al., 2007a).

Lorenzen et al., (2002) mediram o grau de polimerizacao de iogurtes tratados com
MTG (0,6 U g de proteina) e sem tratamento enzimético (controle), e observaram no con-
trole um grau de polimerizacao entre 7 e 11% devido ao tratamento térmico enquanto que
no iogurte tratado o grau de polimerizagéo foi de 22% resultando em uma maior viscosidade
aparente. Lauber, Henle & Klostermeyer, (2000) observaram que um grau de polimerizacao
de 15% é suficiente para se obter um aumento significativo na for¢a de gel de iogurte firme.
No trabalho de Bénisch et al., (2007a) as amostras atingiram 16% de polimerizagdo apés
150 minutos de incubacéo (pH 6,6 até 6,0 durante a fermentagéo a 42 °C). Segundo os au-
tores seria possivel reduzir em 1,2% o teor de proteina para se ter o mesmo valor de visco-
sidade desejado para um iogurte batido com 3,4% de proteina.

Conforme comentado no item 2.2.2.2 existe um inibidor natural da MTG no leite cru e
leite pasteurizado que é inativado por tratamento térmico (BONISCH, LAUBER & KULOSIK,
2004; BONISCH, TOLKACHI & KULOSIK, 2006; MIWA et al., 2007). No processo de fabri-
cacao de leites fermentados ja ha uma etapa de tratamento térmico no leite com o objetivo
de eliminar os microorganismos patogénicos, produzir fatores estimulantes para a cultura
lactea e promover mudangas fisico-quimicas nos constituintes do leite (TAMINE & ROBIN-
SON, 1999). Uma etapa adicional de tratamento térmico no processo, tanto para inativar o
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inibidor da enzima ou a prépria enzima pode ndo ser técnica ou economicamente viavel e
pode também trazer efeitos adversos para o sabor e a textura do iogurte (MIWA et al.,
2007).

A preparacao enzimatica ACTIVAgYG contém extrato de levedura com alta concen-
tracdo de glutationa, um agente redutor que aumenta a atividade enzimatica da MTG em
leite cru ou pasteurizado, possibilitando assim que o tratamento térmico usado no iogurte
sirva também para inativar a enzima previamente incubada (MIWA et al., 2007).

Bénisch et al., (2007b) testaram 2 preparacdes enzimaticas a ACTIVAsMP sem glu-
tationa e a ACTIVAgYG com glutationa, ambas da Ajinomoto, na fabricagdo de iogurte bati-
do com leite desnatado pasteurizado. No trabalho vérias concentragdes das 2 enzimas fo-
ram adicionadas ao leite e incubadas a 42 °C por 180 minutos em seguida seguiu-se o pro-
cesso de producao de iogurte com homogeneizacao, tratamento térmico que também serviu
para a inativagdo das enzimas, fermentacao, resfriamento e armazenagem.

Os iogurtes preparados com as 2 enzimas apresentaram aumento de viscosidade em
relacao ao iogurte sem tratamento enzimatico, sendo que a amostra com ACTIVAgYG apre-
sentou maior viscosidade e grau de polimerizagao para todas as concentragées enzimaticas
utilizadas. As amostras tratadas com enzimas ndo apresentaram sinérese. Foi concluido,
entre outras observagdes, que para aplicagdes industriais as ligagcdes cruzadas das protei-
nas através da ACTIVARYG antes da fermentagcdo oferecem a possibilidade de se obter io-
gurtes batidos com melhoramento das propriedades reoldgicas sem sinérese, mesmo com
reduzido conteudo de proteina sem a etapa de tratamento térmico adicional. Esse processo
tem a vantagem de se trabalhar com pH constante durante as reacdes de ligacao cruzada e
oferece varias possibilidades de condi¢ées de incubacdo (BONISCH et al., (2007B).

Jaros, Heidig & Rohm, (2007) produziram iogurte batido a partir de leite reconstituido
e estudaram a influéncia do tratamento enzimatico com MTG, o conteudo de sdélidos totais e
o tipo de cultura lactea nas propriedades reologicas do iogurte batido. Foi utilizada uma
quantidade de 1,2 U de MTG g™ de proteina para o iogurte tratado com a enzima. Todos os
iogurtes foram submetidos a um tratamento térmico de 90 °C / 30 minutos, resfriados a 30
C para adicao da MTG e incubagao por 105 minutos (mesmo o controle sem MTG, perma-
neceu nessa temperatura e tempo) em seguida a enzima foi inativada por tratamento térmi-
co a 80 °C por 10 minutos e os iogurtes foram resfriados a 43 °C para a fermentagao. Foi
observado que as liga¢des cruzadas formadas tiveram um impacto significante nas proprie-
dades reoldgicas do iogurte batido. Na avaliagcao reoldgica foi observada a necessidade de
uma forgca de cisalhamento maior no iogurte tratado com MTG indicando uma maior resis-

téncia mecéanica desse iogurte.
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Gauche et al., (2009) produziram iogurtes com 100% de leite, com 80% de leite e
20% de soro e 70% de leite e 30% de soro, todos com e sem MTG e estudaram os perfis de
fluidez e textura e mediram a sinérese desses iogurtes. Nesse trabalho foi utilizada MTG a
0,5 U g de proteina, os produtos foram submetidos a um tratamento térmico de 95 °C / 5
minutos, resfriados a 40 °C, incubados com MTG por 2 horas, em seguida aquecidos a 80
°C / 2 minutos para inativar as enzimas, resfriados a 42 °C e fermentados. Os produtos sem
MTG foram submetidos aos mesmos tratamentos térmicos e tempos.

Em relagdo a sinérese, comparando sempre com o controle com a mesma combina-
cao de leite e soro, foi observada uma redugcao de 31% no iogurte produzido com 100% de
leite e de 21% e 16% nos iogurtes com 30% e 20% de soro respectivamente. Ainda foi ob-
servado que o iogurte com 20% de soro tratado com MTG apresentou 0 mesmo nivel de si-
nérese do iogurte com 100% leite sem MTG, sugerindo que em relagao a sinérese € possi-
vel produzir um iogurte similar tratado com MTG com 20% de soro (GAUCHE et al., 2009).

As viscosidades aparentes dos iogurtes tratados com MTG foram maiores do que os
correspondentes sem MTG. A presencga de transglutaminase também contribuiu para o au-
mento do indice de consisténcia dos iogurtes, o iogurte com 20% de soro e MTG apresentou
indice de consisténcia similar ao iogurte com 100% leite sem MTG. Parametros de textura,
como: fraturabilidade, firmeza e gomosidade foram aumentados com a MTG, e no iogurte
com 20% de soro foram similares ao do iogurte com 100% de leite sem MTG (GAUCHE et
al., 2009).

De Paula, et al. (2000) estudaram a aplicacao da enzima transglutaminase em iogur-
tes naturais batidos, os resultados mostraram que a adicdo da enzima aumentou a firmeza e
a viscosidade do iogurte em relagao ao controle e que quanto maior a concentragao utilizada
maiores foram os valores de viscosidade e firmeza. Ainda nesse trabalho foi observado que
0,04% de MTG pode substituir 2% de leite em pd desnatado no iogurte. O iogurte tratado
com enzima apresentou melhores resultados para viscosidade, firmeza e sinérese do que o

iogurte adicionado de leite em po.

2.3 VISCOSIDADE E SINERESE

2.3.1 Viscosidade

Viscosidade é um termo comumente conhecido que descreve as propriedades de

escoamento de um fluido, ou seja, os atritos das camadas internas dentro do fluido que im-
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pde resisténcia a fluir (BOURNE, 1982; BRASEQ, 1998a). Existem varios instrumentos dis-
poniveis para a realizagdo das medidas de viscosidade com principio de funcionamento ro-
tacional ou tubular. Os instrumentos rotacionais podem operar em cisalhamento estacionario
(velocidade angular constante) ou dinamico (oscilatério). Alguns fluidos apresentam mudan-
ca de viscosidade em funcao do tempo sob condigdes constantes de taxa de cisalhamento.
Fluidos tixotrépicos decrescem a viscosidade com o tempo enquanto sao submetidos a um
cisalhamento constante e fluidos reopéticos aumentam a viscosidade com o tempo a um ci-
salhamento constante (BRASEQ, 1998a).

A viscosidade é afetada pela temperatura, concentragdo de soluto, peso molecular
do soluto, pressdo e matéria suspensa. E usualmente representada por 1 e é definida pela

equacao:

n=oc/y

onde, M é a viscosidade; o, a tensdo de cisalhamento; e v, a taxa de cisalhamento.

Viscosidade aparente é a viscosidade de um fluido ndo newtoniano expressa como
se fosse um fluido newtoniano, denominada pelo simbolo 1., E um coeficiente calculado de
dados empiricos como se o fluido obedecesse a lei de Newton (BOURNE, 1982).

Nos redmetros rotacionais, a velocidade ndo varia com o tempo de cisalhamento em
estado estaciondrio e as tensdes geradas pelo escoamento podem atuar tanto na direcao
paralela (tensdes de cisalhamento), como na direcdo perpendicular ao cisalhamento (ten-
s6es normais). Com este tipo de equipamento pode-se determinar a viscosidade aparente,
que é definida como a relacéo entre a tensdo de cisalhamento e a taxa de deformagéo. Os
dados obtidos em estado estacionario sao Uteis na elaboragdo das curvas de escoamento
(tenséo de cisalhamento em funcéo da taxa de deformacéo) e de modelos de escoamento,
além de possibilitar a avaliagdo da influéncia de fatores como temperatura, concentragéao,
presenca e tamanho de particulas em suspensao sobre as propriedades reologicas (BARO-
NI et al., 1999).

Isleten & Karagul-Yuceer, (2006) mediram a viscosidade dos iogurtes produzidos em
seu trabalho utilizando um viscosimetro Brookfield, modelo DV I+, e o programa Rheocalc.
A velocidade de 4 rpm e o probe LV-SC4-34 foram escolhidos de modo a obter um torque
entre e 10 e 90%. As viscosidades foram medidas apos 1, 6 e 12 dias de armazenagem. Te-
les & Fléres, (2007) utilizaram um viscosimetro Brookfield, modelo DV I+ com adaptador pa-
ra amostras de pequeno volume, probe nimero 21 e a velocidade angular foi variada de 0,5
a 100 rpm, as amostras permaneceram 40 segundos em cada velocidade a 10 °C.
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Ozer et al., (2007) utilizaram um viscosimetro rotacional Brookfield, modelo RVDV Il
+ P, sonda cilindrica numero SC4-21 para medir a viscosidade aparente de iogurtes desna-
tados. Antes das medi¢des, as amostras de iogurte foram agitadas gentilmente por 10 se-
gundos. Todas as medidas foram realizadas a 10 °C, temperatura mantida por um banho
com circulacdo de agua. As leituras foram registradas ap6s 15 segundos do inicio do cisa-
lhamento com uma taxa de 55 s'. Trés leituras foram tomadas de cada amostra. Gauche et
al., (2009) mediram a viscosidade aparente de iogurte batido com um viscosimetro rotacio-
nal Brookfield, modelo DV Il ultra, cilindro concéntrico numero SC4-27, e os dados coleta-
dos pelo programa Rheocalc 32, versao 2.5. O redmetro foi termostaticamente controlado
por circulagéo de agua a 5 °C e para a viscosidade aparente foi utilizada uma taxa de cisa-
Ihamento constante de 7,0 s™ por 30 minutos a 5 °C.

2.3.2 Sinérese

A sinérese em iogurtes e leites fermentados € a liberagéo de soro, € um defeito co-
mum nestes produtos. Fabricantes tentam prevenir a separagao de soro aumentando o con-
teudo de solidos totais, submetendo o leite a severos tratamentos térmicos e/ou adicionando
estabilizantes. A sinérese espontanea é o produto da contracao de um gel sem a aplicacéo
de uma forca externa e estd relacionada com a instabilidade da rede do gel (por exemplo,
rearranjos em grande escala) resultando na perda da habilidade de reter a fase aquosa. A
sinérese por centrifugacao mede o soro expelido do iogurte como resultado da forca aplica-
da e esta relacionada com a capacidade do gel de reter agua. Em iogurtes batidos uma
combinacéao de alto conteudo de sélidos e adicao de frutas e estabilizantes fornece ao fabri-
cante varias opgdes para controlar a textura e as propriedades fisicas do iogurte, entretanto
a separacgao de soro permanece um problema (LUCEY, 2002).

Uma das dificuldades em estudar o defeito de separagéao de soro é a falta de um mé-
todo publicado ou aceito para quantificar ou medir a sinérese (LUCEY, 2002). O método de
centrifugacao pode ser aplicado em iogurte firme e em iogurte batido, o valor de “g”, o tempo
e a temperatura de centrifugagao variam consideravelmente (McKENNA, 2003). Gauche et
al., (2009) determinaram a sinérese de iogurtes batido, apés as amostras ficarem 3 dias ar-
mazenadas a 6 + 1 °C, 15 g de amostra foram centrifugadas em duplicata, sob refrigeracao
a 350 g por 10 minutos. O percentual de sinérese foi calculado dividindo-se a massa de soro
separada durante a centrifugacao pela massa inicial da amostra de iogurte, multiplicado por
100. Keogh & O’Kennedy, (2003) pesaram entre 30 e 40 g de iogurte batido e centrifugaram

222 « g por 10 minutos a 4 °C. O sobrenadante cristalino foi vertido em outro recipiente, pe-
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sado e registrado como sinérese (%). Amatayakul, Sherkat & Shah, (2006) pesaram aproxi-
madamente 30 g de iogurte depois de ter sido agitado 20 vezes no sentido horario e mais 20
vezes no anti-horario. As amostras batidas foram centrifugadas a 3313 x g por 15 minutos a
10 °C. O soro separado foi pesado e a sinérese expressa em percentual de soro separado
sobre o0 peso inicial da amostra.

Ja, Staffolo et al., (2004) utilizaram o método espontaneo, determinaram a sinérese
colocando 100 mL de amostra em um cilindro graduado de mesmo volume. O indice de si-
nérese (%) foi a quantidade de soro separado em mL por 100 mL de amostra. As amostras
em ftriplicata foram armazenadas a 21 e a 4°C e as medidas foram feitas durante o periodo
de armazenagem. Enquanto que, Kugukoner & Tarakgi, (2003), pesaram 100 g de iogurte
batido em um papel de filtro sobre um funil e ap6s 2 horas a 7 °C, a quantidade de soro cole-
tada foi usada como indice de sinérese.

2.4 ANALISE SENSORIAL

Analise sensorial conforme Dutcosky, (1996 apud AMERINE et al., 1965) pode ser
definida como uma disciplina cientifica usada para medir, analisar, interpretar reacées das
caracteristicas dos alimentos e dos materiais: como sao percebidas pelos 6rgaos da visao,
olfacéo, tato, audicao e gustacdo. Com isso, os pesquisadores buscam desenvolver metodo-
logias para que os objetivos dos testes sejam bem definidos e para que estas metodologias
conduzam a selecdo de métodos e provadores apropriados, a delineamentos estatisticos
corretos e a interpretacao adequada dos dados (DUTCOSKY, 1996).

De acordo com Bourne, (1982) os quatro principais fatores de qualidade em alimen-
tos séo:

«  Aparéncia que compreende cor, forma, tamanho, brilho, etc., é baseada nas
propriedades 6Gticas e na manifestacéo visual de tamanho e forma;

= Sabor que compreende o gosto percebido na lingua e o odor percebido pelo na-
riz, € a resposta dos receptores para estimulos quimicos na cavidade oral;

= Textura é a resposta do tato para um estimulo fisico que resulta do contato entre
alguma parte do corpo e o alimento;

= Nutrigdo € um fator de qualidade, mas ndo é um fator de aceitabilidade sensorial
porque nao é percebido pelos sentidos diretamente.
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As pessoas tendem a perceber os atributos de um alimento na seguinte ordem: apa-
réncia, odor, textura e sabor (MEILGAARD, CIVILLE & CARR, 2000).

Segundo Dutcosky, (1996) os métodos sensoriais sdo classificados em:

= Métodos discriminativos, sdo aqueles que estabelecem diferenciacao qualitativa
e/ou quantitativa entre as amostras;

= Métodos descritivos, aqueles que descrevem qualitativamente e quantitativa-
mente as amostras;

= Métodos subjetivos ou afetivos, aqueles que expressam a opinido pessoal do
julgador.

Ainda segundo Dutcosky, (1996) dentro dos métodos discriminativos existem os tes-
tes de diferenca que indicam se existe ou ndo diferenga entre as amostras e os testes de
sensibilidade que medem a habilidade de perceber, identificar e/ou diferenciar qualitativa
e/ou quantitativamente um ou mais estimulos, pelos 6rgaos dos sentidos.

Os testes de diferenca podem ser a comparagao pareada, triangular, duo-trio, com-
paracao multipla, ordenacao, A ou nao-A, dois em cinco; enquanto que os testes de sensibi-
lidade podem ser de limites, estimulo constante e diluicdo. Em relacdo aos métodos descriti-
vos, tém-se a avaliagcao de atributos-escalas, perfil de sabor, perfil de textura, analise descri-
tiva quantitativa e tempo-intensidade. Com respeito aos métodos subjetivos, tém-se a com-
paracao pareada, ordenacao, escala heddnica e escala de atitude. Os métodos subjetivos
medem o quanto uma populacao gostou de um produto, para avaliar preferéncia ou aceitabi-
lidade. Preferéncia pode ser a expressao do grau de gostar, a escolha de uma amostra em
relagéo a outra e percepcao do agradavel até o desagradavel. Aceitabilidade pode ser uma
experiéncia caracterizada por uma atitude positiva, e/ou pela utilizagcdo atual do produto; e
pode ser dimensionada pela preferéncia ou grau de gostar para um produto Unico.

No trabalho de Ozer et al., (2007) o teste de avaliagdo sensorial dos iogurtes testa-
dos foi baseado no reconhecimento da importancia relativa de atributos de qualidade sele-
cionados (acidez, viscosidade, palatabilidade, separagéo de soro e aceitabilidade geral). O
painel sensorial foi formado por 10 provadores. Avaliagdes foram feitas usando uma escala
linear de 100 mm marcada com referéncias apropriadas para cada atributo testado. As a-
mostras foram apresentadas aos provadores em potes plasticos individuais de 200 mL, codi-
ficadas. Os iogurtes foram aleatoriamente apresentados ao painel em cada sessao. Os pro-
vadores sentaram-se em cabines individuais. Amostras e cédulas foram passadas pela sala
de preparacdo adjunta. Agua foi usada para enxagiie entre as amostras. Sete amostras fo-
ram apresentadas ao painel em cada sessdo e as sessdes foram repetidas 2 vezes. As a-
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mostras foram avaliadas apés 1 e 21 dias de armazenagem. Faergemand et al., (1999) utili-
zaram na avaliacao sensorial dos iogurtes testados a andlise descritiva quantitativa. Um total
de 6 iogurtes foi avaliado apés 4-5 dias de produzidos por um painel treinado de 8 provado-
res. As amostras foram apresentadas a 10 °C e cada amostra foi examinada 3 vezes aleato-
riamente por cada provador. Uma escala de 150 mm foi usada para descrever as proprieda-
des determinadas pelo painel como sendo as descritoras das propriedades de textura de
iogurte firme. As propriedades avaliadas foram: separacao de soro pela determinagéo visual
da quantidade de liquido no topo do iogurte, firmeza cortando o iogurte com uma colher, a-
renosidade e cremosidade por avaliagcao oral.

No trabalho de Sivieri & Oliveira, (2002) as avaliagcbes sensoriais das amostras de
bebidas lacteas foram realizadas por uma equipe de 8 provadores, previamente seleciona-
dos e treinados para este tipo de analise, utilizando uma escala de qualidade estruturada de
cinco pontos, sendo: 1 ponto péssimo; 2 pontos ruim; 3 pontos regular; 4 pontos bom; 5 pon-
tos 6timo. Os atributos avaliados foram: aparéncia, consisténcia e sabor. As bebidas lacteas
foram submetidas a analise sensorial de aparéncia, consisténcia e sabor ao 0 e aos 28 dias
de armazenamento a 5°C.

Na andlise sensorial realizada por Soukoulis et al. (2007) oito provadores com expe-
riéncia na avaliacdo de produtos lacteos fermentados foram escolhidos para avaliagcdo de
atributos sensoriais de amostras de iogurte. Sabor, textura e aparéncia foram avaliados. As
amostras em potes plasticos de 125 g, a 7 °C, foram codificadas usando um namero aleat6-
rio de 3 digitos e apresentadas sucessivamente aos provadores em cabines individuais. To-
dos os atributos sensoriais avaliados receberam notas usando uma escala de 10 pontos,
onde: 1 = ndo aceitavel, 5 = aceitavel, e 10 = sem criticas. Primeiro foi avaliado o aroma re-
movendo a tampa dos potes e atribuindo uma nota pela intensidade das substancias vola-
teis. Depois, aparéncia pela observacao visual e propriedades de textura quebrando o gel do
iogurte e agitando o produto. E finalmente sabor e aroma foram avaliados engolindo 10 g de
amostra. A aceitabilidade geral foi classificada no final da avaliacdo sensorial de cada amos-
tra.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 MATERIAIS

3.1.1 Materiais de consumo

3.1.1.1 Leite em p6 integral

Foi utilizado no presente trabalho o leite em p6 integral fabricado pela Dairy Partners
Americas Manufacturing Brasil Ltda, gentiimente fornecido pela Fonterra (Brasil) Ltda. Certi-
ficado de analises/especificagdo anexa (ANEXO IlI).

3.1.1.2 Soro de leite em p6

Foi utilizado o soro de leite em p6 fabricado pela Master Nutricional Ltda, gentilmente
fornecido pela Tangara Importadora e Exportadora S/A. Certificado de anélises anexo (A-
NEXO IV).

3.1.1.3 Fermento lacteo

Utilizou-se o fermento lacteo YO-MIX 495 LYO 100 DCU, liofilizado e composto ex-
clusivamente de cepas de Streptococcus salivarius subsp. thermophilus e Lactobacillus del-
brueckii subsp. bulgaricus fabricado pela Danisco e gentilmente fornecido pela Fermentech
Com. de Insumos para Alimentos Ltda. Ficha técnica anexa (ANEXO V).

O fermento foi preparado da seguinte forma:
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Primeiro foi preparado o meio para inoculagao, constituido de 90% de agua e
10% de leite em p6 desnatado (marca Molico da empresa Nestlé) e esterilizado a
umido (121 °C/7 min.);

Apos a esterilizagdo o meio foi resfriado a aproximadamente 37 °C, e uma aliquo-
ta de 5 mL foi inoculada com 2 algadas de 10 u do fermento liofilizado e incubada
a 42 °C por 3 — 4 horas;

Desses 5 mL, 2 mL foram transferidos para um tubo contendo 10 mL do meio
preparado e incubado a 42 °C por 3 — 4 horas.

Desses 10 mL foram tomadas aliquotas correspondentes a 2% da quantidade fi-
nal necessaria que serd adicionada para a fermentacao da bebida lactea, incu-
badas novamente no meio a 42 °C por 3 — 4 horas. Esse fermento final obtido foi
usado na dosagem de 2% sobre a bebida lactea.

3.1.1.4 Enzima transglutaminase ACTIVA;MP e ACTIVA:YG

Neste trabalho foram utilizadas a ACTIVAgMP recomendada para derivados lacteos

em geral com atividade declarada de 100 U g de preparacdo enzimatica; e a ACTIVA:YG

recomendada para iogurtes e produtos similares com atividade declarada de 106 U g "' de

preparacao enzimatica, gentiimente fornecidas pela Ajinomoto Interamericana Ind. e Com.

Ltda. Especificagbes/certificados de analises anexos (ANEXOS | e 1l).

3.1.1.5 Outros

Potes plasticos e tampas de aluminio para iogurte;
Reagentes e vidrarias de laboratério para a realizagao das analises e
Utensilios de planta piloto.
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3.1.2 Equipamentos

3.1.2.1 Recipiente de aco inoxidavel com agitacao

O recipiente de aco inoxidavel adaptado para agitacdo manual e posicionamento de
um termdmetro, com capacidade para 3 litros, foi utilizado para aquecimento da agua a 40
2C para mistura do leite e soro em p6 seguida de hidratagao por 20 minutos sob agitacao e
para o tratamento térmico da bebida lactea a 95 °C/5 minutos.

3.1.2.2 Estufa com renovacéo e circulacao de ar Marconi mod. MAO37

A estufa a 42 °C foi usada para a fermentacao da bebida lactea e a 105 °C para a de-
terminacao de sélidos totais.

3.1.2.3 Potenciobmetro Micronal mod. B-474.

O potenciémetro foi utilizado para medir o pH da bebida lactea antes da fermentacéo,
durante a fermentacao e a vida de prateleira.

3.1.2.4 Bloco digestor Tecnal mod. 40/25

O bloco digestor foi utilizado para andlise de proteina pelo método de Kjeldahli.

3.1.2.5 Destilador de Nitrogénio Tecnal mod. TE-036/1

O destilador foi utilizado para analise de proteina pelo método de Kjeldahl.
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3.1.2.6 Centrifugador Beloinox — para analise de gordura

O centrifugador foi utilizado para andlise de gordura pelo método de Gerber

3.1.2.7 Centrifugador Fanem - Excelsa 2

Esse centrifugador foi usado para determinacao de sinérese, método adaptado com
base no método utilizado por Gauche et al., (2009).

3.1.2.8 Bomba de vacuo Tecnal mod. TE 058

A bomba de vacuo foi utilizada para coletar o soro separado apés a centrifugacéo pa-
ra determinacao da sinérese e também para o soro separado na determinacao da sinérese

espontanea.

3.1.2.9 Rebmetro digital Brookfield modelo DV-IIl com banho termostatico

O redmetro foi utilizado para medir a viscosidade aparente e determinar o compor-
tamento reoldgico das amostras de bebida lactea fermentada.

3.1.2.10 Agitador mecéanico Fisatom mod. 713

Utilizado para resfriar a bebida para a adigdo da enzima quando necessario, para
resfriar a bebida na temperatura de fermentagéo e para quebrar o gel e resfria-lo. Foi utiliza-
da uma haste de 280 mm com hélice naval.
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3.1.2.11 Outros

«  Balanga analitica — Micronal S/A

«  Balanga semi-analitica — Sartorius

3.2 METODOS

Apos a realizacao de testes preliminares comentados no item 3.2.1, determinou-se o
tipo de enzima e as melhores condi¢des de processo para o desenvolvimento do trabalho.

3.2.1 Desenvolvimento do trabalho

Inicialmente 2 preparagdes enzimaticas a ACTIVA:YG e ACTIVAgMP foram adicio-
nadas nas concentracées de 0,01; 0,03; 0,05; 0,07 e 0,09% em duplicata junto com o fer-
mento lacteo no processo de producao das bebidas lacteas fermentadas, ou seja o trata-
mento enzimatico ocorreu simultaneamente com a fermentacao, como realizado por Loren-
zen et al., (2002), Bénisch et al., (2007a) e Ozer et al., (2007) na producéao de iogurtes.

Essas amostras apresentaram viscosidades maiores do que o controle e diferengas
entre si (p < 0,05), mas também apresentaram aumento de viscosidade (p < 0,05) durante a
vida de prateleira indicando acao residual enzimatica. As amostras com concentracoes de
0,05; 0,07 e 0,09% de preparagao enzimatica gelificaram durante a armazenagem, desca-
racterizando a bebida lactea. Nao houve diferenca entre as preparagdes enzimaticas (p >
0,05). As medidas de viscosidade foram realizadas em triplicata.

Em relagdo ao aumento da viscosidade durante a armazenagem, como nao é possi-
vel medir a atividade enzimatica residual no iogurte (Bdnisch et al., 2007b) e como a trans-
glutaminase foi aprovada no Brasil como coadjuvante de tecnologia/elaboragéo (Brasil,
2005), ou seja, nado pode estar presente no produto final, o tratamento enzimatico durante a
fermentagéo foi descartado.

Com respeito as 2 preparacdes enzimaticas, a ACTIVAgYG, como explicado no item
2.2.2.2, aumenta a atividade da MTG quando adicionada em leite cru ou pasteurizado, dimi-
nuindo a acao de um inibidor natural da MTG presente nessas matérias-primas, evitando um

tratamento térmico adicional no processo de producao de leites fermentados, para inativar o
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inibidor ou inativar a enzima, ou seja, o tratamento enzimatico ocorre antes do tratamento
térmico usual para leites fermentados e esse é usado também para inativar a enzima (MIWA
et al., 2007). Quando se usa a preparacao enzimatica ACTIVAsMP antes da fermentagao
sdo usados 2 tratamentos térmicos um para inativar o inibidor e outro para inativar a enzima.
Dessa forma, a ACTIVAsYG é recomenda para iogurtes e produtos similares (MIWA et al.,
2007).

Ainda a melhor faixa de pH para a atividade da MTG esta entre 5,0 e 8,0 sendo 7,0 0
pH de maior atividade (ANDO et al., 1989), sendo o pH da bebida ap6s a mistura do leite e
soro de aproximadamente 6,48 dentro da faixa ideal e bem préximo do valor étimo, com isso
o desenvolvimento do trabalho seguiu utilizando-se a preparagao enzimatica ACTIVAgYG na
faixa de concentragdo de 0,01 a 0,03% com tratamento enzimatico e inativacdo antes da
fermentacgédo, utilizando-se o tratamento térmico aplicado a bebida para a inativacdo da en-
zima, em seguida foi realizada a fermentacgéo, resfriamento, envase e armazenamento, pro-
cesso também utilizado por Bénisch et al., (2007b).

Apobs a definicao do tipo de preparacao enzimatica, da faixa de concentracdo enzi-
matica e do processo de fabricacao foram testados diferentes tempos de incubagédo em dife-
rentes temperaturas. Inicialmente foi fixada a temperatura de tratamento enzimatico em 50
2C com 15 minutos de incubacgéo, foram realizadas 3 repetigdes utilizando-se a concentra-
cao de 0,03% de ACTIVARYG (MTG+G) os resultados nao apresentaram diferenca significa-
tiva de viscosidade (p > 0,05) em relagdo ao controle. As viscosidades foram medidas em
triplicata.

Em seguida, ainda com a temperatura de tratamento enzimatico em 50 °C foram tes-
tados tempos de tratamento de 20, 30 e 40 minutos com 0,03% de MTG+G em duplicata. O
tempo de 40 minutos de incubacgao apresentou diferenca de viscosidade (medida em triplica-
ta) em relacdo ao controle (p < 0,05). O proximo experimento foi realizado fixando-se o tem-
po de tratamento enzimatico em 40 minutos com temperaturas de incubacao de 30 e 50 °C e
concentracdes enzimaticas de 0,01 e 0,03%, o experimento foi realizado em duplicata e os
resultados mostraram viscosidades (em ftriplicata) mais altas das amostras em relacdo ao
controle e diferengas de viscosidade entre as amostras (p < 0,05).

Com base em mais estes resultados obtidos, o estudo foi realizado fixando-se o tem-
po de incubacdo em 40 minutos, variando-se a temperatura de incubacao de 30 a 50 °C e a
concentracdo enzimdtica de 0,01 a 0,03%. Foi utilizado um delineamento experimental, pla-
nejamento central composto (item 3.2.3) mais o controle sem tratamento enzimatico em 2

repetigdes e foi utilizado o processo de fabricagéo descrito no item 3.2.2.
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3.2.2 Processo de fabricacao de bebida lactea fermentada

O processo de fabricacdo da bebida lactea fermentada seguiu o fluxograma apresen-

tado na figura 15.

Agua ——>

Recipiente de ago inoxidavel com agitagao

/ Leite em pé integral

l

ST Soro de leite em po

Hidratacao por 20 minutos a 40 °C sob agitacao

l

<— MTG+G - concentragdes

de 0,06 a 0,034%

cas durante 40 minutos

Tratamento enzimatico em diferentes tempera-
turas com diferentes concentragdes enzimati-

Y

Tratamento térmico: 95 °C / 5 minutos

Y

Resfriamento: 42 °C

Y

<«<——— Fermento lacteo 2%

Fermentacao até pH 4,90

Y

Resfriamento a 25 °C

Y

Envase

—

Camara friaa 8 °C

Figura 15 - Fluxograma do processo de fabricagdo das bebidas lacteas fermentadas

Para os ensaios foi adicionada ao recipiente de aco inoxidavel agua (1805,8 g) que

foi aquecida a 40 °C, em seguida sob agitacdo foram misturados o leite em pé integral

(142,8 g) e o soro de leite (51,4 g), a mistura foi mantida nessa temperatura por 20 minutos

sob agitacgéo.

Em seguida as temperaturas de tratamento enzimatico foram ajustadas para as a-

mostras de acordo com o delineamento experimental apresentado na tabela 6. As amostras

foram entdo incubadas com enzima transglutaminase ACTIVAgYG por 40 minutos com as

concentracdes variando de 0,006% a 0,034% também de acordo com o delineamento expe-
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rimental e identificadas de T1 a T11 (TABELA 6). As amostras foram mantidas em banho de
agua e as temperaturas das amostras e do banho foram controladas.

Foi ainda produzida uma amostra controle, identificada pelo mesmo nome, que foi
mantida a 40 °C por 40 minutos sem adicao de enzima.

Apoés o tratamento enzimatico as amostras e a amostra controle foram submetidas a
um tratamento térmico de 95 °C/5 minutos e posterior resfriamento a 42 °C (temperatura de
fermentagao) utilizando-se um banho de gelo a 4 - 5 °C e agitagdo constante de 200 rpm.

As amostras foram transferidas para recipientes plasticos, adicionadas de 2% de
fermento lacteo e fermentadas em estufa na temperatura de 42 °C até pH 4,90 aproximada-
mente.

Apoés a fermentacao os recipientes foram colocados em um congelador a -18 °C por
30 minutos para uma etapa inicial de resfriamento, em seguida transferidos para um banho
de gelo a 4 - 5 °C onde o gel foi quebrado e o produto resfriado a 24 - 26 °C com agitagao
constante de 500 rpm por 8 minutos.

As amostras foram envasadas em potes plasticos, levadas para o refrigerador e ar-
mazenadas a 7 - 9 °C por 30 dias.

3.2.3 Otimizacao das condicoes de aplicacao da enzima transglutaminase

Com base no desenvolvimento do trabalho (item 3.2.1), foi realizado um delineamen-
to experimental, obtendo-se a matriz apresentada na tabela 6 para verificar a melhor con-
centracao da enzima ACTIVALYG (MTG+G) e a melhor temperatura de tratamento enzima-
tico para um tempo de incubacao de 40 minutos.

O delineamento teve a finalidade de se obter a maior viscosidade e a menor sinérese
durante a vida de prateleira por meio da metodologia de superficie de resposta conforme
descrito por Box, Hunter & Hunter, (1978). Foi usado planejamento fatorial 2%, com 11 pon-
tos: 4 fatoriais, 4 pontos axiais (o = 1,41) e 3 pontos centrais.

O delineamento foi baseado na variagdo da concentracdo da preparacao enzimatica
de 0,01 a 0,03% e na variagao da temperatura de incubacao de 30 a 50 °C. Os ensaios fo-
ram realizados em duplicata e os resultados obtidos foram avaliados por meio da analise de
variancia (ANOVA).
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Tabela 6 - Delineamento experimental: Ensaios com as respectivas variaveis

codificadas e reais

. MTG+G (%) Temperatura (°C)

Ensaios Codificada Real Codificada Real
T -1 0,01 -1 30
T2 +1 0,03 -1 30
T3 -1 0,01 +1 50
T4 +1 0,03 +1 50
T5 - o 0,006 0 40
T6 + 0,034 0 40
T7 0 0,02 -0 26
T8 0 0,02 + O 54
T9 0 0,02 0 40
T10 0 0,02 40
T11 0 0,02 40

3.2.4 Formulas testadas e composicao estimada das amostras produzidas

As tabelas 7 e 8 mostram as formulagdes utilizadas nos ensaios e a tabela 10 a com-

posicdo esperada das amostras com base na composicdo declarada de cada ingrediente

utilizado e nas quantidades usadas.

Tabela 7 — Formulacao da base da bebida lac-

tea fermentada

Ingredientes (%)
Leite em pé integral 7,14
Soro de leite em p6 2,57
Agua 90,29
Total 100,00

A dosagem da enzima foi feita em percentual da preparagdo enzimatica com ativida-
de declarada de 106 U g de preparacdo ACTIVA,YG (ANEXO II).
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A Base Fermento lacteo | Enzima (ACTIVAgYG)
(%) (%) (%)
Controle 98,00 2,00 -
T1 97,99 2,00 0,01
T2 97,97 2,00 0,03
T3 97,99 2,00 0,01
T4 97,97 2,00 0,03
T5 97,994 2,00 0,006
T6 97,966 2,00 0,034
T7 97,98 2,00 0,02
T8 97,98 2,00 0,02
e 97,98 2,00 0,02
T10 97,98 2,00 0,02
T11 97,98 2,00 0,02

A tabela 9, a seguir mostra a composicao declarada pelos fabricantes do leite em p6

integral e do soro de leite em p6 conforme fornecimento dos certificados de andlises (ANE-

XOS Il e IV).

Tabela 9 — Composi¢édo dos ingredientes utilizados

%o Leite em pé integral | Soro de leite em p6 Fermento lacteo
Proteina 25,70 14,00 3,50
Gordura 26,90 1,00 0,00
Lactose 37,87 — 39,67 76,67 5,00
Cinzas 4,70 - 6,50 7,27 1,10
Umidade 3,03 1,60 90,40
Extrato seco total (calculado) 96,97 98,40 9,60

A composicao estimada do fermento lacteo foi calculada com base na formulagéo do

meio preparado que foi de 90% de &gua e 10% de leite em pd desnatado marca Molico da

empresa Nestlé (foi utilizada para o célculo a composicao declarada na embalagem, 35% de

proteinas, 50% de carboidratos e 0% de gordura) e foi considerado 0 maximo de 4% de u-

midade permitida para o leite em pd desnatado conforme BRASIL, (1997) e com isso esti-

mada a quantidade de cinzas de 11%.
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Tabela 10 — Composicao estimada para as

amostras

%
Proteina 2,22
Gordura 1,91
Lactose 4,68 — 4,81
Cinzas 0,54 - 0.66
Umidade 90,54
Extrato seco total (calculado) 9,35-9,60

3.2.5 Analises fisico-quimicas

As andlises descritas abaixo foram realizadas em quadruplicata nas amostras dos
ensaios relacionados no planejamento experimental, com excecao de viscosidade e sinére-

se que foram realizadas em triplicata.

« pH: foi realizado em um potencidbmetro Micronal modelo V, conforme descrito na
A.O.A.C., (1995).

= Acidez: foi realizada por titulagdo com NaOH a 0,1 N, conforme descrito na A.O.A.C.,
(1995).

= Gordura: foi realizado segundo Método de Gerber, conforme descrito por Atherton & Ne-
wlander, (1977).

= Lactose: Foi realizado segundo o método de Fehling, conforme descrito na A.O.A.C.,
(1995).

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

= Solidos Totais: foi realizado em uma estufa a 105 °C, conforme descrito na A.O.A.C.,
(1995).

= Cinzas: foi realizado por incineragdo em mufla a 550 °C, conforme descrito na A.O.A.C.,
(1995).

= Viscosidade aparente e comportamento reoldgico: para as medidas de viscosidade apa-
rente e determinagdo do comportamento reoldgico foi utilizado o reémetro de Brookfield
mod. DV Il com banho termostéatico para controle de temperatura das amostras. Foi usa-
do o programa Rheocalc V1.0 (Brookfield Engineering Laboratories, 1995) instrucdes for-
necidas pelo manual do fabricante (BRASEQ, 1998b), As andlises foram realizadas na

temperatura de 8 + 0,1 °C com aumento progressivo da velocidade rotacional de 1 até 10
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rom e diminuicao progressiva até 1 rpm, resultando em 19 medi¢des por amostra. Foi uti-
lizado dispositivo para pequenas amostras, o probe selecionado foi o spindle SC4-18 e o
programa utilizado foi o Rheocalc V1.0 (Brookfield Engineering Laboratories, 1995). A ve-
locidade e o probe foram selecionados de modo a obter um torque entre 10% e 90% para
todas as medidas como recomendado pela fabricante (BRASEQ, 1998a). As viscosida-
des foram medidas em triplicata apos 4, 11, 18, 25 e 30 dias. Os resultados foram obtidos
em centipoise (cP) e convertidos para pascal-segundo (Pa.s) multiplicando-se por 107,

= Sinérese (método da centrifugagao): foi realizado com base no método da centrifugacao
utilizado por Gauche et al, (2009) — 10 g de amostra a 8 + 1 °C foram centrifugadas sob
refrigerac@o a 380 g por 10 minutos, apds 14, 21 e 28 dias. O soro separado foi coletado.
O resultado foi expresso em (%), dividindo-se a massa de soro separada pela massa ini-
cial da amostra e multiplicando-se por 100. As medidas foram feitas em triplicata.

= Sinérese (esponténea): foi realizado em triplicata com base no experimento utilizado por
Lucey, Munro & Singh, (1998). 10 g de amostra foram adicionadas em um tubo de vidro,
e mantidas em repouso sob refrigeragao (8 = 1 °C), apos 14, 21 e 28 dias a massa de so-
ro separada foi medida e os resultados expressos em (%) dividindo-se a massa de soro
separada pela massa inicial da amostra e multiplicando-se por 100.

3.2.6 Analise sensorial das amostras

Foi realizada a andlise sensorial da amostra controle (sem tratamento enzimatico)
comparada com a amostra do ponto 6timo pela metodologia de superficie de resposta em
relacdo a concentracdo enzimatica e temperatura de incubagao. Foram realizados testes de
aceitacao e preferéncia de acordo com Meilgaard, Civille & Carr, (2000) utilizando-se a ficha
mostrada no ANEXO VI.

A analise foi feita com 30 provadores nao treinados e foram avaliados os seguintes
atributos:

Aceitacao geral e sabor — escala hedénica de 9 pontos;
Intensidade de sabor, cremosidade e consisténcia — escala JAR de 5 pontos;
Intencédo de compra — escala de 5 pontos;

Preferéncia

As amostras foram avaliadas tal como produzidas, sem adigdo de agucar ou aroma.

Todos provaram todas as amostras em cabinas individuais com luz branca, passadas para
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os provadores por uma sala de preparo adjunta em potes plasticos de 100 mL codificados, a
sequéncia de degustacao foi balanceada, e foi utilizada agua antes de cada amostra.

4 RESULTADOS E DISCUSSOES

4.1 COMPOSICAO DO CONTROLE E DA BEBIDA TRATADA COM 0,02% DE MTG+G A
40 °C

Foram realizadas analises de extrato seco total, proteinas, gordura, lactose, cinzas,
acidez e pH da amostra controle e da amostra T9 (0,02% de MTG+G incubada a 40 °C), a
tabela 11 a seguir apresenta os resultados obtidos. As analises foram realizadas em qua-

druplicata.

Tabela 11 — Resultados Fisico quimicos do controle e do ensaio
T9 (0,02% de MTG+G a 40 °C)

Controle Ensaio T9
Proteina, (%) 2,25+0,02° 2,27 £0,03%
Gordura, (%) 1,9+0,1° 1,9+0,1%
Lactose, (%) 4,70 +0,01% 4,73 +0,02%
Cinzas, (%) 0,57 + 0,012 0,60 £ 0,02°
Extrato seco total, (%) 9,39 +0,05% 9,42 +0,03%
pH 4,37 +£0,00° 4,37 +0,00°
Acidez, (% de &cido latico) 0,63+0,00° 0,61 +0,00%

Onde: para todos os parametros valores médios resultantes de 4 anali-
ses. Valores mais provaveis com letras idénticas ndo diferem significa-
tivamente entre si ao nivel de 5% de significancia (p > 0,05).

A composicao analisada esta de acordo com a composi¢ao estimada (TABELA 10).
Como a adigado da enzima nao influencia na composicao final das bebidas, foi escolhida a
amostra incubada com 0,02% de MTG+G a 40 °C (T9) para ilustrar que nao houve diferenga
significativa (p > 0.05) na composi¢do das amostras.

A tabela 12 mostra a equivaléncia da concentragdo de preparagdo enzimatica com
unidades enzimaticas por grama de proteina da bebida de acordo com a atividade declarada
de 106 U g de preparacao enzimética e a média do teor de proteinas das amostras, 2,25%
para o controle e 2,27% da amostra T9. A variagdo de 0,02% de proteina entre as médias

das amostras néo influenciou no célculo da equivaléncia.



Tabela 12 - Equivaléncia: Concentracédo de preparagao enzimatica
com unidades de enzima (U) por grama de proteina da bebida

Concentragao de preparagao Unidades de enzima por grama de
enzimatica (%) proteina da bebida (U g”)
0,006 0,28
0,01 0,47
0,02 0,94
0,03 1,41
0,034 1,60

4.2 CURVAS DE FERMENTAGCAO DAS AMOSTRAS OBTIDAS NOS ENSAIOS
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Na figura 16 sdo apresentadas as curvas de fermentacao obtidas nos ensaios reali-

zados de acordo com o delineamento experimental (item 3.2.3). Os valores utilizados na

curva correspondem aos valores médios de 2 repetigoes.
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Figura 16 — Curvas de fermenta¢do das amostras

—e— Controle (0,00% MTG+G; 40 °C)

Em relacdo aos tempos de fermentagéo, as médias foram comparadas pelo teste de

Duncan e verificou-se que nao houve diferenca significativa entre as médias das amostras e

o controle ao nivel de significancia de 5%, portanto ndo houve diferenca significativa nos

tempos de fermentacdo das amostras comparados ao do controle; resultados de acordo
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com os obtidos por Bénisch et al., (2007b) que utilizaram concentragdes de 0,0; 0,6; 1,0; 1,5;
2,0 e 3,0 U g" de proteina, incubagao por 180 minutos e inativacdo da enzima a 95 °C / 3
minutos (tratamento térmico do iogurte utilizado) e fermentacao a 42 °C com 0,2% de cultura
pré-ativada. Em outro trabalho realizado por Bdnisch et al., (2007a) com a enzima sendo
adicionada simultaneamente com o fermento lacteo (0,2%) também nao foi observada dife-
renca nos tempos de fermentagéo das amostras em relacédo ao controle.

Em contrapartida Lorenzen, (2002) e Faergmand et al. (1999) observaram um tempo
maior (20 a 40 minutos) de fermentagao nos iogurtes previamente tratados com MTG. Esses
ultimos sugerem que a disponibilidade de peptideos de baixo peso molecular para as bacté-
rias é diminuida devido as ligagbes cruzadas das proteinas catalisadas pela MTG, e com
isso a velocidade de crescimento das bactérias é reduzida, uma vez que as endopeptidases,
principalmente produzidas pelos L. bulgaricus, devem ser produzidas primeiro para aumen-
tar a quantidade de peptideos de baixo peso molecular essenciais para o crescimento dos
S. thermophilus (WALSTRA, WOUTERS & GEURTS, 2006).

Lorenzen, (2002) utilizou 2 tratamentos térmicos, pré-tratamento do leite a 92 °C / 5
minutos antes da incubacdo e 80 °C / 1 minuto para inativagdo. A incubacéo foi realizada
por 2 horas a 40 °C com 0,05% de concentracao enzimatica e a fermentacéo a 43 °C com
3% de cultura para iogurte. No trabalho de Faergmand et al. (1999) a enzima foi adicionada
junto com o fermento lacteo liofilizado na quantidade para o volume a ser fermentado.

Essa diferenga observada pode estar relacionada as diferentes condigbes experi-
mentais, concentracao e tipo de cultura utilizadas (BONISCH et al., 2007b).

No presente trabalho nao foi observada diferenca significativa (p < 0,05) nos tempos
de fermentacao das bebidas tratadas com MTG e nem em relagdo ao controle. Esses resul-
tados mostram que nas condigdes utilizadas nesse trabalho a MTG né&o influenciou no tem-
po de fermentacao.

4.3 VISCOSIDADE APARENTE

A seguir sdo mostrados a comparacao das viscosidades das amostras em relagéo ao
controle junto com os respectivos comportamentos durante a vida de prateleira e os resulta-
dos de viscosidade obtidos da otimizacdo das condi¢cdes de atuacdo da enzima (conside-
rando as medidas de viscosidade apos 4 dias de fabricacdo). Seguindo o planejamento ex-
perimental descrito no item 3.2.3 foram realizadas medidas de viscosidade apés 4, 11, 18,
25 e 30 dias de fabricagédo das 11 amostras mais o controle.
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As curvas de viscosidade de todas as amostras durante a vida de prateleira sdo a-
presentadas a seguir na figura 17.
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Figura 17 — Curvas de viscosidade de todas as amostras durante a vida de prateleira

A andlise estatistica dos valores de viscosidade obtidos ao longo da vida de pratelei-
ra mostrou que a bebida preparada com 0,02% de MTG+G e temperatura de incubagéao de
26 °C (T7) nao apresentou diferencga significativa (p > 0,05) do controle. Todas as outras be-
bidas apresentaram viscosidades significativamente diferentes (p < 0,05) do controle e da
T7. Houve diferenca significativa (p < 0,05) da amostra com 0,034% de MTG+G e incubada
a 40 °C em relacao a todas outras amostras. Nao houve diferenga (p > 0,05) entre as amos-
tras T9, T10 e T11 todas incubadas com 0,02% de MTG+G a 40 °C. Houve diferenca signifi-
cativa (p < 0,05) entre as bebidas com 0,01 e 0,03% de MTG+G incubadas a 30 °C (T1 e
T2); entre as bebidas incubadas com 0,01 e 0,03% de MTG+G a 50 °C (T3 e T4); entre as
bebidas incubadas com 0,01% de MTG+G a 30 e 50 °C (T1 e T3); entre as bebidas incuba-
das com 0,03% de MTG+G a 30 e 50 °C (T2 e T4) e entre a bebida incubada com 0,006%
de MTG+G a 40 °C com a bebida incubada com 0,02% de MTG+G a 54 °C.

Os resultados mencionados mostram que a concentragdo de 0,02% de preparacao
enzimatica com incubacédo a 26 °C nao produziu aumento significativo de viscosidade (p >
0,05). Dosagens maiores ou iguais a 0,006% de preparacao enzimatica combinadas com
temperaturas de incubagdo maiores ou iguais a 30 °C produziram aumento significativo de
viscosidade (p < 0,05).
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A melhor combinacéo foi de 0,034% de preparacao enzimatica (1,60 g-1 de proteina)
a 40 °C (Te) conforme também observado na analise da superficie de resposta (item 4.3.2),
essa combinagao resultou em um aumento de viscosidade de 81,3% em relagéo ao controle
(TABELA 13).

Houve coeréncia em relacdo as amostras T9, T10, T11 todas incubadas com 0,02%
de MTG+G a 40 °C (pontos centrais do delineamento) que ndo apresentaram diferenca sig-
nificativa entre elas (p > 0,05).

O aumento da concentragao enzimatica de 0,01 para 0,03% para as mesmas tempe-
raturas (30 e 50 °C) produziu aumento significativo (p < 0,05) de viscosidade. A atuacdo da
enzima foi melhor a 30 °C do que a 50 °C para as mesmas concentra¢des enzimaticas (0,01
e 0,03%). A atuacao da enzima é menor em temperaturas acima de 50 °C e nao houve ativi-
dade enzimatica na temperatura de 26 °C durante 40 minutos de incubacao.

Viscosidades significativas mais altas das bebidas na temperatura de 40 °C tanto em
baixas (0,006%) como em concentragdes enzimaticas mais altas (0,034%) indicam que essa
temperatura parece ser a mais adequada para esse sistema alimenticio.

A tabela 13 a seguir mostra o aumento percentual das viscosidades das amostras
em relagdo ao controle apds 4 dias de armazenagem. Todas para 40 minutos de incubacao.

Tabela 13 — Aumento percentual das viscosidades das amostras em relagdo ao controle

I _— Concentragao de Conceﬂtragéo de, MTG 'I.'empera~tura de Aument_o da viscosidade
MTG+G (%) (U g de proteina) incubagao (°C) em relagao ao controle (%)
T 0,01 0,47 30 41,0
T2 0,03 1,41 30 54,5
T3 0,01 0,47 50 30,5
T4 0,03 1,41 50 49,9
T5 0,006 0,28 40 23,4
T6 0,034 1,60 40 81,3
T7 0,02 0,94 26 -3,0
T8 0,02 0,94 54 10,4
T9 0,02 0,94 40 35,0
T10 0,02 0,94 40 40,2
T11 0,02 0,94 40 37,1

Os resultados da tabela 13 estdo de acordo com os obtidos por Bdnisch et al.
(2007b) que trabalharam com condigbes de processo similares a deste trabalho com ACTI-
VAsYG a 1 U g de proteina incubada a 42 °C por 3 horas e obtiveram um iogurte batido
aproximadamente 60% mais viscoso do que o controle.

O aumento significativo da viscosidade aparente em iogurtes batidos tratados com
MTG e o aumento da viscosidade com o0 aumento da concentragdo enzimatica também foi
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relatado por De Paula et al., (2000) que com 0,04% de MTG obtiveram a mesma viscosida-
de e firmeza de um iogurte adicionado de 2% de leite em p6 desnatado. Farnsworth et al.,
(2006) relataram um aumento de 75% da viscosidade em iogurtes feitos a partir de leite de
cabra tratados com MTG a 0,25 U g de proteina incubada a 50 °C por 1 hora. Bénisch et
al., (2007a) que utilizando MTG a 0,6 U g de proteina incubada a 42 °C por 7,5 horas (du-
rante a fermentacéo) obtiveram um iogurte aproximadamente 86% mais viscoso do que o
controle. Gauche et al., (2009) utilizando MTG a 0,5 U g de proteina incubada a 40 °C por
2 horas relataram um aumento significativo da viscosidade e um aumento de aproximada-
mente 20% da firmeza do iogurte tratado com enzima.

O aumento da forga de gel em iogurtes firmes foi relatado por Faergmand et al,
(1999); Lauber, Henle & Klostermeyer, (2000); Kuraishi, Yamazaki & Susa, (2001), Loren-
zen, (2002) e por Ozer et al., (2007).

Wréblewska et al. (2009), observaram um aumento de 46% da viscosidade em kefir
adicionado de 0,04% de MTG e incubado por 23 horas (durante a fermentagao) a 25 °C.

Quando a proteina é polimerizada ocorre um aumento do peso molecular, normal-
mente ocorre um aumento da viscosidade da solugdo dessa proteina. A firmeza do gel esta
relacionada com o aumento de liga¢des cruzadas, maior sera a for¢a necessaria para rom-
per o gel quanto maior o numero de ligagdes cruzadas existentes no gel (KURAISHI, SA-
KAMOTO & SOEDA, 1996).

A viscosidade de uma solucao preparada com soro de leite em pd aumentou propor-
cionalmente com o aumento de polimeros de alto peso molecular nessa solu¢do que por sua
vez aumentou com o aumento da concentragdo de MTG (GAUCHE et al., 2008). Solugdes
de caseinato tratadas com diferentes concentracdes de MTG apresentaram aumento de vis-
cosidade a medida que a concentracdo de MTG foi aumentada, sendo observada a forma-
cao de ligacdes cruzadas e a formacéao intensa de dimeros e trimeros (KURAISHI, SAKA-
MOTO & SOEDA, 1996).

Nos trabalhos de Bénisch et al., (2007a) e (2007b) foram medidos os graus de poli-
merizagao (GP) em iogurtes batidos com e sem MTG e correlacionados com a viscosidade e
foi observado que quanto maior o GP maior a viscosidade e esses foram maiores com o
aumento da concentracdo enzimatica. Ozer et al., (2007), também observaram um aumento
significativo da viscosidade em iogurtes tratados com MTG e a viscosidade aumentou com
aumento da concentracao enzimatica.

O desempenho da enzima depende do tipo, da quantidade e da modificagcao sofrida
pelo substrato, da propria concentragdo de enzima, do pH, da temperatura e do tempo de
incubacédo (SAKAMOTO, KUMAZAWA & MOTOKI, 1994).

Como mencionado anteriormente os resultados obtidos no presente trabalho estdo
de acordo com os obtidos por Boénisch et al. (2007b) que utilizaram condi¢cdes de processo
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similares a deste trabalho e a mesma preparacao enzimatica. Em relacdo aos outros traba-
lhos mencionados sobre a aplicacdo de MTG em iogurtes (FAERGEMAND et al, 1999; DE
PAULA et al., 2000; LAUBER, HENLE & KLOSTERMEYER, 2000; KURAISHI, YAMAZAKI &
SUSA, 2001; LORENZEN, 2002; BONISCH et al., 2007a; JAROS, HEIDIG & ROHM, 2007;
OZER et al., 2007 e GAUCHE et al., 2009) e na aplicacdo de MTG em solucbes de ingredi-
entes lacteos (KURAISHI, SAKAMOTO & SOEDA, 1996; TRUONG at al. 2004; GAUCHE et
al., 2008), apesar de que as temperaturas de incubacao usadas na sua maioria estivessem
entre 37 °C e 42 °C, as concentragdes de substratos foram diferentes, os tipos ou a relagao
entre substratos foram diferentes, as concentragcdes enzimaticas e os tempos de incubagao
foram diferentes.

Ando et al. (1989) observaram que a temperatura 6tima de atuagao da MTG é de 50
C, entretanto o substrato utilizado foi diferente (hidroxilamina e CBZ-glutaminil-glicina) e a
concentracao enzimatica nao é mencionada.

No presente trabalho com excecdo da bebida tratada com 0,02% MTG+G a 26 °C,
todas as outras apresentaram aumento de viscosidade em relacdo ao controle, ou seja,
houve a formagao de ligagdes cruzadas entre as proteinas e consequiente polimerizagao de-
vido a acdo da transglutaminase.

4.3.1 Otimizacao das condicoes de atuacao da enzima - resultados de viscosidade

Apoés 4 dias de fabricagdo foram medidas as viscosidades das 11 amostras produzi-
das, os resultados obtidos sdo apresentados na tabela 14.

Os resultados foram analisados pelo programa estatistico Minitab versao 15.1 geran-
do os gréficos, os coeficientes e a equagao apresentados a seguir.

Na equacao do modelo abaixo foram utilizados para as variaveis os coeficientes de
regressao significativos (p < 0,05) e foram eliminadas as variaveis com coeficientes de re-
gressao nao significativos (p > 0,05).

Y = 0,62556 + 0,06531X; + 0,00214X;, + 0,05218X,* — 0,05865X,”
Onde,
Y = viscosidade em Pa.s;
X,= variavel codificada para concentragdo em % de MTG+G e;
Xo = variavel codificada para temperatura em °C
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Tabela 14 — Planejamento experimental x resultados obtidos de viscosidade

MTG+G (%) Temperatura (°C) o
Ensaios Codificada Real Codificado Real Viscosidade (cP)
1 -1 0,01 -1 30 658,4
2 +1 0,03 -1 30 721,35
3 -1 0,01 +1 50 557,9
4 +1 0,03 +1 50 716,85
5 - 0,006 0 40 586,9
6 + o 0,034 0 40 836,4
7 0 0,02 - o 26 450,65
8 0 0,02 + o 54 545,9
9 0 0,02 0 40 614,4
10 0 0,02 0 40 663,9
11 0 0,02 0 40 597.,9
1 -1 0,01 -1 30 625,4
2 +1 0,03 -1 30 685,35
3 -1 0,01 +1 50 629,9
4 +1 0,03 +1 50 647,9
5 - o 0,006 0 40 536,9
6 +a 0,034 0 40 814,3
7 0 0,02 - 26 432,4
8 0 0,02 + o 54 458,9
9 0 0,02 40 606,9
10 0 0,02 40 612,9
11 0 0,02 40 649,9

A figura 18 mostra o gréafico da distribuicdo dos residuos ao longo da curva normal.
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Figura 18 — Grafico da distribuicdo dos residuos ao longo da curva

normal - viscosidade
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Os residuos estdao bem distribuidos e alinhados com a curva normal indicando que
os dados obedecem ao modelo da distribuicao normal que & base da suposi¢édo para fazer a
analise de variancia

A andlise de variancia (ANOVA) do modelo codificado da viscosidade mostrou um
valor de p para o coeficiente de regressao menor do que 0,05, sendo assim possivel cons-
truir os graficos de superficie de resposta.

As figuras 19 e 20 mostram respectivamente o grafico da superficie de resposta e as
curvas de contorno obtidas com a equagao do modelo.
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Figura 19 — Superficie de resposta do modelo — viscosidade dos ensaios descritos na
tabela 14 ap6s 4 dias de armazenagem

As andlises da superficie de resposta e das curvas de contorno mostram que para 40
minutos de incubacado a melhor combinacao é 0,034% de concentragdao enzimatica com 40
°C de temperatura de incubacdo. Dosagens menores com temperaturas maiores, menores
ou iguais ndo tém o mesmo efeito e com 0,034% em temperaturas maiores ou menores nao
teria 0 mesmo efeito. Essa combinagéo apresentou um aumento de viscosidade de 17,3%
em relacdo a segunda amostra mais viscosa e de 87,0% em relacdo & amostra menos vis-
cosa

A curva ascendente da superficie em relacdo a concentragdo enzimatica esta coe-

rente, a viscosidade aumenta com o0 aumento da concentragdo enzimatica.
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Figura 20 - Curvas de contorno do modelo - viscosidade dos ensaios descritos
na tabela 14 apds 4 dias de armazenagem

Kuraishi, Sakamoto & Soeda, (1996) relataram um aumento de aproximadamente
950 vezes (de 20 a 19000 cP) na viscosidade de uma solugédo de caseinato de sédio a 10%
(m/m) com o aumento de 10 vezes da concentracdo enzimatica ( de 0,5 para 5 U g de pro-
teina). Bonisch et al.,(2007b) observaram uma aumento de 36% da viscosidade de iogurte
batido quando a concentragéo enzimatica foi aumentada em 6 vezes (de 0,5 para 3,0 U g
de proteina). Ozer et al., (2007) relataram um aumento de 90% da viscosidade de iogurte
quando a concentracéo foi aumentada em 5 vezes (de 0,1 para 0,5 U g”). Gauche et al.,
(2008) relataram um aumento de 28% no indice de consisténcia de uma solugdo de soro de
leite em p6é a 50% (m/m) quando a concentragcao enzimatica foi aumentada 3,35 vezes (de
23 para 77 U g-1 de proteina). E ainda Farnsworth et al., (2006) observaram um aumento de
41% na viscosidade de iogurtes produzidos a partir de leite de cabra tratados com MTG
quando a concentragdo enzimética foi aumentada em 4 vezes (de 0,25 para 1 U g de pro-
teina).

No presente trabalho foi observado um aumento de 47% na viscosidade da bebida
quando a concentracdo enzimatica foi aumentada em 5,7 vezes (de 0,28 para 1,6 U g”' de
proteina)

As ligacbes cruzadas catalisadas pela MTG polimerizam as proteinas, aumentando o
seu peso molecular e consequentemente aumentando a viscosidade da solugao ou do pro-

duto que contém essas proteinas. Quanto maior a concentragdo enzimatica, maior 0 numero
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de ligagdes cruzadas, maior o grau de polimerizacdo e maior a viscosidade (KURAISHI,
SAKAMOTO & SOEDA, 1996; BONISCH et al., 2007a e 2007b; GAUCHE et al., 2008;).

A faixa de concentracdo utilizada no delineamento foi comentada no item 3.2.1 e foi
escolhida com o objetivo de ndo descaracterizar a bebida lactea fermentada com base nos
ensaios realizados no desenvolvimento do trabalho e nos comentarios de Almeida, Bonassi
& Rocga, (2001) que as bebidas lacteas sdo caracterizadas por apresentar baixa viscosidade
e de Capitani et al., (2005) que as mais comercializadas sdo as mais similares ao iogurte.

O objetivo dos experimentos era dentro da faixa de concentragdo selecionada de
0,01 a 0,03% e da faixa de temperatura de incubacao de 30 a 50 °C otimizar essas duas va-
raveis para se obter o maximo de viscosidade. A superficie de resposta obtida esta de acor-

do com o objetivo do delineamento experimental.

4.3.2 Comportamento reologico das bebidas

A figura 21 a seguir mostra o comportamento reoldgico de algumas das bebidas pro-
duzidas e do controle.

Observa-se que todas as bebidas apresentam pequeno comportamento tixétropico e
que a adigdo da enzima em diferentes concentragdes nao influenciou significativamente (p >
0,05) no comportamento tixotropico da bebida lactea fermentada. A area de histerese for-
mada pela curva ascendente e descendente pode ser usada como uma medida de tixotropia
(BARNES, 1997), as diferengas entre os mesmos pontos das curvas ascendente e descen-
dente ndo apresentaram diferenca significativa (p > 0,05) indicando baixa tixotropia (GON-
ZALEZ-TOMAS & COSTELL, 2006) e ndo hé diferenca significativa (p > 0,05) entre as areas
de histerese das amostras.

O aumento e a redugao lineares da taxa de deformacgéo (de 1,32/s a 13,2/s e depois
a 1,32/s) nao produziram diferengas significativas (p > 0.05) nas tensdes de cisalhamento
obtidas na curva ascendente quando comparados com as tensdes da curva descendente
para cada amostra, quando a velocidade rotacional foi aumentada linearmente de 1 até 10
rom e também diminuida linearmente de 10 a 1 rpm. Esse aumento progressivo da taxa de
deformagéao causou a diminui¢cdo da viscosidade aparente e por consequéncia 0 aumento da
tensdo de cisalhamento caracterizando o comportamento pseudoplastico das bebidas
(GOZZ0O, CUNHA & MENEGALLI, 2009).
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Figura 21 — Comportamento reoldgico das amostras controle, T1, T2, T6, T7 e T9

4.4 SINERESE

4.4.1 Comparacao do indice de sinérese das amostras em relacao ao controle e duran-

te a vida de prateleira — método da centrifugacao

de todas as amostras durante a vida de prateleira.

Na figura 22 sdo apresentadas as curvas dos indices de sinérese por centrifugacao
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Figura 22 — Curvas do percentual de sinérese por centrifugagdo de toas as amostras durante a vida de
prateleira

Os resultados obtidos da analise estatistica dos dados de sinérese mostraram que
apos 14 dias de armazenagem as bebidas preparadas com 0,03% de MTG+G e incubada a
30 °C (T2); com 0,01% de MTG+G incubada a 50 °C (T3); com 0,03% de MTG+G incubada
a 50 °C (T4); com 0,034% de MTG+G incubada a 40 °C (T6) e com 0,02% de MTG+G incu-
bada a 54 °C (T8) apresentaram diferenca significativa no indice de sinérese (p < 0,05) em
relagdo ao controle e ndo apresentaram diferenga significativa entre elas (p > 0,05). Nao
houve diferenga significativa (p > 0,05) das bebidas preparadas com 0,01% de MTG e incu-
bada a 30 °C (T1); com 0,006% de MTG+G incubada a 40 °C (T5); com 0,02% de MTG+G
incubada a 26 °C (T7) e com 0,02% de MTG+G incubada a 40 °C (T9, 10 e T11) em relacao
ao controle e nem entre elas. Houve diferenga significativa (p < 0,05) das bebidas prepara-
das com 0,01% de MTG+G incubada a 50 °C (T3); com 0,034% de MTG+G incubada a 40
°C (T6) e com 0,02% de MTG+G incubada a 54 °C (T8) em relagao as bebidas preparadas
com 0,01% de MTG+G e incubada a 30 °C (T1); com 0,006% de MTG+G incubada a 40 °C
(T5); com 0,02% de MTG+G incubada a 26 °C (T7) e com 0,02% de MTG+G incubada a 40
°C (T9, 10 e T11).

Apbs 21 e 28 dias de armazenagem todas as bebidas apresentaram diferencga signi-
ficativa no indice de sinérese (p < 0,05) em relagdo ao controle e ndo entre elas (p > 0,05).

Os resultados mencionados mostram que apés 14 dias de armazenagem as bebidas

com concentragdes enzimaticas iguais ou acima a 0,03% e ou incubadas em temperaturas
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iguais ou maiores do que 50 °C tiveram uma reducao significativa de sinérese (p < 0,05) em
relacdo ao controle.

As bebidas com concentragdes enzimaticas acima de 0,03% ou incubadas em tem-
peraturas iguais ou maiores do que 50 °C tiveram uma reducao significativa de sinérese (p <
0,05) quando comparadas as bebidas com 0,02% ou menos de concentragdo enzimatica
incubadas em temperaturas iguais ou menores a 40 °C, também como observado na super-
ficie de resposta (FIGURA 24) e nas curvas de contorno (FIGURA 25).

N&o houve diferenca entre as bebidas T9, T10 e T11 todas incubadas com 0,02% de
MTG+G a 40 °C, resultados coerentes porque essas amostras eram 0s pontos centrais do
delineamento e, portanto iguais.

Apods 21 e 28 dias de vida de prateleira ndo ha mais diferenca significativa (p>0,05)
no nivel de sinérese entre as bebidas, indicando que a partir de 21 dias as concentragoes
enzimaticas e as temperaturas de incubacao estudadas nao fazem mais diferenca. Todas as
bebidas apresentaram reducao significativa de sinérese (p < 0,05) em relagdo ao controle.

O uso da MTG+G na faixa de concentracao de 0,006 a 0,034% com incubacao entre
26 e 54 °C teve um efeito significativo na reducao do nivel de sinérese (p < 0,05) em relagéao
ao controle, indicando que mesmo em baixas concentragdes a MTG+G pode reduzir a siné-
rese em bebidas lacteas fermentadas apds 21 dias de vida de prateleira.

A reducéo de sinérese em iogurtes tratados com MTG também foi relatada por Gau-
che et al., (2009) que trabalhando com MTG a 0,5 U g™ de proteina e incubagao a 40 °C por
2 horas, utilizando o método da centrifugacao obteve uma reducao de 31% de sinérese em
relagéo ao controle para o iogurte sem adi¢ao de soro e redugdes de 21 e 16% para 0s io-
gurtes com 20 e 30% de soro respectivamente. No presente trabalho para uma concentra-
cao enzimatica e método parecidos foram obtidas reducdes de 25 a 27,9% para um produto
com 40% de soro.

Farnsworth et al., (2006) usando centrifugagéo obtiveram uma redugcédo de mais de
40% na sinérese de iogurtes produzidos com leite de cabra utilizando MTG na concentragao
de 2 a4 U g™ de proteina incubada a 50 °C por 1 hora. Bénisch et al., (2007b) relataram que
nao foi observada sinérese nos iogurtes produzidos com 0,6 U g™ incubada a 42 °C por 3
horas, o percentual de sinérese observado no iogurte sem tratamento enzimético ndo é
mencionado.

Ozer et al. (2007) observaram uma reducao de 23% da sinérese de iogurtes tratados
com MTG a aproximadamente 0,6 U g de proteina apés 14 dias de armazenagem. Kurai-
shi, Sakamoto & Soeda, (1996) relataram uma redugao de 50% na sinérese de iogurtes tra-
tados com MTG a 1 U g de proteina.

logurtes nos quais o leite para a sua obtencao foi tratado com MTG tém a sua capa-
cidade de reter a 4gua aumentada ou melhorada devido as ligacées cruzadas formadas nas
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proteinas e entre elas melhorando a estabilidade da matriz formada no sistema (KURAISHI,
SAKAMOTO & SOEDA, 1996; MOTOKI & SEGURO, 1998). Essas ligacbes cruzadas levam
a uma diminuicdo da permeabilidade do gel que por sua vez forma uma microestrutura mais
compacta e estavel aumentando a capacidade deste de reter a agua na sua matriz (FA-
ERGMAND & QVIST, 1997; FAERGMAND et al., 1999; LAUBER, HENLE & KLOSTERME-
YER, 2000).

4.4.2 Otimizacao das condicoes de atuacao da enzima - resultados de sinérese por
centrifugacao

Apods 14, 21 e 28 dias de fabricagao foram medidas a sinérese por centrifugagcao das
11 amostras produzidas de acordo com o planejamento experimental. Os resultados obtidos
s&o mostrados na tabela 15.

Tabela 15 — Planejamento experimental x resultados obtidos de sinérese apds 14, 21 e 28 dias

pelo método da centrifugacéo

MTG+G (%) Temperatura (2C) Sinérese (%)
Ensaios | Codificada Real Codificado Real 14 dias 21 dias | 28 dias
1 -1 0,01 -1 30 7,02 7,10 7,03
2 +1 0,03 -1 30 6,02 7,00 7,16
3 -1 0,01 +1 50 5,71 8,30 8,37
4 +1 0,03 +1 50 6,02 7,44 8,17
5 - o 0,006 0 40 7,36 7,39 8,71
6 +Q 0,034 0 40 5,72 7,36 8,20
7 0 0,02 - 26 6,57 7,54 8,22
8 0 0,02 + O 54 5,25 7,68 8,48
9 0 0,02 0 40 7,03 7,61 8,24
10 0 0,02 0 40 7,45 7,93 8,26
11 0 0,02 0 40 7,39 7,97 8,42
1 -1 0,01 -1 30 6,59 6,62 6,63
2 +1 0,03 -1 30 6,39 7,53 7,70
3 -1 0,01 +1 50 5,85 7,81 7,91
4 +1 0,03 +1 50 5,85 7,19 7,63
5 - 0,006 0 40 6,75 6,71 7,53
6 + o 0,034 0 40 5,67 6,86 5,91
7 0 0,02 - 26 6,96 8,13 9,07
8 0 0,02 + o 54 5,57 7,13 8,08
9 0 0,02 0 40 6,92 7,32 7,99
10 0 0,02 0 40 7,34 7,71 8,06
11 0 0,02 0 40 7,14 7,64 8,08
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Os resultados foram analisados pelo programa estatistico Minitab versao 15.1 geran-
do os graficos, os coeficientes e a equacao apresentados a seguir.

A figura 23 mostra o grafico da distribuicdo dos residuos ao longo da curva normal.
Observa-se no grafico que os residuos estdo bem distribuidos e alinhados com a curva
normal indicando que os dados podem ser analisados pela analise de variancia e obedecem
ao modelo da distribuicdo normal que & base da suposicao para fazer a ANOVA.

EE

a1

% &

10

-0,E0 -0,25 0,00 0,25 0,E0
Residuo

FIGURA 23 — GRAFICO DA DISTRIBUIGAO DOS RESIDUOS AO
LONGO DA CURVA NORMAL — SINERESE PELO METODO DA
CENTRIFUGAGAO APOS 14 DIAS

Na equacao do modelo abaixo, foram utilizados para as variaveis os coeficientes de
regressao significativos (p < 0,05) e foram eliminadas as varidveis com coeficientes de re-
gressao nao significativos (p > 0,05)

Y = 7,2117 - 0,2960X; - 0,4014X; - 0,4308X,” - 0,5746X,”
Onde,
Y = sinérese em %;
X;y= variavel codificada para concentracdo em % de MTG e;
Xo = variavel codificada para temperatura em °C

A andlise de variancia (ANOVA) do modelo codificado da viscosidade mostrou um
valor de p para o coeficiente de regressdao menor do que 0,05, sendo assim possivel cons-
truir os graficos de superficie de resposta.

As figuras 24 e 25 mostram respectivamente o grafico da superficie de resposta e as
curvas de contorno obtidas com a equagao do modelo.
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Figura 24 — Superficie de resposta do modelo — sinérese por centrifugagdo dos ensaios
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Figura 25 — Curvas de contorno do modelo — sinérese por centrifuga¢do dos ensaios
descritos na tabela 15 ap6s 14 dias de armazenagem

As analises da superficie de resposta e das curvas de contorno mostram que para 40
minutos de incubacao e apods 14 dias, concentragdes iguais ou acima de 0,03% combinadas
com temperaturas entre 26 e 54 °C produziram um menor percentual de sinérese e tempera-
turas iguais ou maiores do que 50 °C combinadas com concentragdes enzimaticas de 0,006

a 0,034% produziriam um menor percentual de sinérese. Concentracdes enzimaticas entre
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0,01 e 0,025% combinadas com temperaturas entre 30 e 43 °C aproximadamente teriam o
pior efeito em relacdo a sinérese

A sinérese é formada pela contracao do gel (Lucey, 2002), como comentado no item
4.4.1 as ligagbes cruzadas catalisadas pela MTG levam a uma formacao de uma microestru-
tura no sistema mais compacta e estavel aumentando a capacidade de reter agua na sua
matriz (FAERGMAND & QVIST, 1997; FAERGMAND et al., 1999; LAUBER, HENLE &
KLOSTERMEYER, 2000), o que minimizaria a contragdo. Observando a superficie de res-
posta (FIGURA 24) e as curvas de contorno (FIGURA 25) essa microestrutura parece ser
mais compacta e, portanto sujeita a uma menor contragdo quando foi utilizada 0,03% de
MTG+G com tratamento enzimatico a 30 e 50 °C e 0,01% também a 30 e 50 °C, condicoes
que apresentaram os menores indices de sinérese.

Ao contrério da viscosidade que quanto maior o numero de ligagdes cruzadas maior
o seu valor, em relagdo a sinérese apds 14 dias parece que a formagao de uma estrutura
mais compacta esta relacionada com como essas ligagdes sdo formadas; talvez os tipos de
ligacdes formadas: inter ou intramoleculares e ou os tipos de polimeros formados (hetero,
homo ou a extensao destes), ou ainda a velocidade que essas ligagdes sao formadas (com
0,01% de MTG+G seriam formadas mais lentamente do que 0,02% e com 0,03% mais rapi-
damente) possam ter influenciado na formagao da microestrutura do gel.

Para 21 e 28 dias a andlise de variancia (ANOVA) do modelo codificado da sinérese
mostrou um valor de p para o coeficiente de regressao maior do que 0,05, portanto nao sig-
nificativo, nao sendo possivel a construcao do grafico da superficie de resposta e as curvas
de contorno. Como comentado no item 4.4.1 apds 21 dias de vida de prateleira ndo ha mais
diferenca significativa no nivel de sinérese entre as amostras (p > 0,05), indicando que a
partir de 21 dias as concentragdes enzimaticas e as temperaturas de incubagéao estudadas
nao fazem mais diferenca no nivel de sinérese.

A contracédo do gel ocorre devido ao rearranjo das proteinas por meio de interacdes
nao-covalentes (Lucey, 2002), esse rearranjo ocorre de forma gradativa durante o armaze-
namento. As ligagdes cruzadas catalisadas pela transglutaminase podem limitar esses rear-
ranjos uma vez que ligagcdes covalentes sdo formadas entre as proteinas, diminuindo a for-
magao de ligagdes nao-covalentes. Apos 21 dias esses rearranjos podem ter estacionado
nas bebidas que apresentaram mais sinérese apds 14 dias, e essas ndo apresentaram mais
diferenca estatistica (p>0,05) no indice de sinérese apds 21 dias em comparagdo com as
outras bebidas que haviam apresentado menos sinérese apés 14 dias.
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4.4.3 Comparacao do percentual de sinérese espontanea das amostras em relacao ao
controle e durante a vida de prateleira

A seguir sdo apresentadas as curvas de percentual de sinérese espontéanea de todas
as amostras (FIGURA 26).
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Figura 26 - Curvas do percentual de sinérese espontanea de todas as amostras durante a vida de
prateleira

Os resultados obtidos da andlise estatistica dos dados de sinérese mostraram que
apds 14 dias de armazenagem as bebidas preparadas com 0,006% de MTG+G incubada a
40 °C (T5) e com 0,02% de MTG+G incubada a 26 °C (T7) nao apresentaram diferenca sig-
nificativa (p > 0,05) em relagéo ao controle e entre elas. Todas as outras bebidas apresenta-
ram diferenga significativa (p < 0,05) em relagdo ao controle e as bebidas T5 e T7. Houve
diferenca significativa (p < 0,05) das bebidas incubadas com 0,01% de MTG+G a 50 °C (T3)
e com 0,034% de MTG+G a 40 °C (T6) em relagao as bebidas incubadas com 0,02% de
MTG+G a 40 °C (T9, T10 e T11) e nao houve diferenga significativa (p > 0,05) entre as bebi-
das T3 e T6 e entre as bebidas T9, T10 e T11. Nao houve diferenca significativa (p > 0,05)
entre as bebidas incubadas com 0,01 e 0,03% de MTG+G a 30 °C (T1 e T2); com 0,01 e
0,03% a 50 °C (T3 e T4); com 0,034% de MTG+G a 40 °C (T6) e 0,02% de MTG+G a 54 °C
(T8).

Apbs 21 e 28 dias de armazenagem todas as bebidas apresentaram diferencga signi-
ficativa de viscosidade (p < 0,05) em relagdo ao controle. Nao houve diferenca significativa
(p > 0,05) entre as bebidas incubadas com 0,01 e 0,03% de MTG+G a 30 °C (T1 e T2) e es-
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sas 2 bebidas apresentaram diferenca significativa (p < 0,05) em relacéo a todas as outras.
Houve diferenca significativa (p < 0,05) entre as bebidas incubadas com 0,01 e 0,03% a 50
°C (T3 e T4) e dessas amostras em relagao as outras. Nao houve diferenca entre as bebidas
incubadas com 0,006% de MTG+G a 40 °C (T5); com 0,034% de MTG+G a 40 °C (T6); com
0,02% de MTG+G a 26 °C (T7) e com 0,02% de MTG+G a 40 °C (T9, T10 e T11).

Esses resultados mostram que apéds 14 dias de vida de prateleira com excec¢ao das
bebidas com baixa concentracdo enzimatica (0,006%) e com baixa temperatura de incuba-
¢ao (26 °C) todas as outras apresentaram niveis significativos mais baixos de sinérese (p <
0,05) em relacao ao controle. As bebidas incubadas a temperaturas maiores ou iguais a 50
°C apresentaram menor indice de sinérese (p < 0,05) do que aquelas incubadas a 40 °C
com concentragdes enzimaticas de 0,006 a 0,02%. Nao houve diferenca (p > 0,05) entre as
bebidas incubadas a 30 e 50 °C com 0,01 e 0,03% de MTG+G e nem entre as bebidas incu-
badas a 40 e 54 °C com concentragdes de 0,034 e 0,02% de MTG+G respectivamente.

Como mencionado nos itens 4.4.1 e 4.4.2 a sinérese é formada pela contragdo do
gel (Lucey, 2002), as ligagdes cruzadas catalisadas pela TG formam uma microestrutura do
gel mais compacta (FAERGMAND & QVIST, 1997; FAERGMAND et al., 1999; LAUBER,
HENLE & KLOSTERMEYER, 2000) o que diminuiram essa contracdo e consequentemente
uma menor sinérese. A bebida com baixa concentracdo enzimatica (0,006%) e a bebida a
tratada a 26 °C nao formaram ligagdes cruzadas suficientes para minimizar a contragao do
gel ap6s 14 dias como nas outras bebidas.

Apb6s 21 e 28 dias todas as bebidas apresentaram niveis de sinérese significativa-
mente mais baixos (p < 0,05) do que o controle, indicando como no método da centrifugacao
gue mesmo em baixas concentragdes a MTG+G pode reduzir a sinérese em bebidas lacteas
fermentadas ap6s 21 dias de vida de prateleira.

Da mesma forma como comentado no item 4.4.2, a contracdo do gel ocorre devido
ao rearranjo das proteinas por meio de interagcdes ndo-covalentes (Lucey, 2002), esse rear-
ranjo ocorre de forma gradativa durante o armazenamento. As liga¢cdes cruzadas catalisa-
das pela transglutaminase podem limitar esses rearranjos uma vez que ligagdes covalentes
sao formadas entre as proteinas diminuindo a possibilidade de formacédo de ligagbes nao-
covalentes. Apds 21 dias esses rearranjos podem ter estacionado nas bebidas que apresen-
taram mais sinérese ap6s 14 dias, e essas ndao apresentaram mais diferenca estatistica
(p>0,05) no indice de sinérese apds 21 dias em comparagdo com as outras bebidas que ha-

viam apresentado menos sinérese apos 14 dias.
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4.4.4 Otimizacao das condicoes de atuacao da enzima - resultados de sinérese espon-

tanea

Apos 14, 21 e 28 dias de fabricacdo foram medidas a sinérese espontanea das 11

amostras produzidas de acordo com o planejamento experimental. Os resultados obtidos

sao mostrados na tabela 16.

Tabela 16 — Planejamento experimental x resultados obtidos de sinérese espontanea apds 14,

21 e 28 dias
% MTG (%) Temperatura (2C) Sinérese (%)
Ensaios | Codificada Real Codificado Real 14 dias 21 dias 28 dias
1 -1 0,01 -1 30 0,78 2,48 2,85
2 +1 0,03 -1 30 0,72 2,64 2,92
3 -1 0,01 +1 50 0,68 2,87 3,33
4 +1 0,03 +1 50 0,79 3,14 3,59
5 - 0,006 0 40 1,04 3,68 3,78
6 + O 0,034 0 40 0,65 3,39 3,71
7 0 0,02 - o 26 1,08 3,59 3,80
8 0 0,02 + O 54 0,72 3,67 3,74
9 0 0,02 0 40 0,82 3,45 3,66
10 0 0,02 0 40 0,79 3,31 3,50
11 0 0,02 0 40 0,83 3,40 3,72
1 -1 0,01 -1 30 0,74 2,40 2,69
2 +1 0,03 -1 30 0,68 2,55 2,85
3 -1 0,01 +1 50 0,64 2,81 3,21
4 +1 0,03 +1 50 0,73 3,11 3,51
5 - 0,006 0 40 0,97 3,49 3,71
6 + O 0,034 0 40 0,62 3,29 3,65
7 0 0,02 - 26 0,92 3,51 3,75
8 0 0,02 + o 54 0,68 3,48 3,67
9 0 0,02 0 40 0,77 3,41 3,59
10 0 0,02 0 40 0,83 3,18 3,68
11 0 0,02 0 40 0,86 3,21 3,74

Os resultados foram analisados pelo programa estatistico Minitab versdo 15.1 e as

andlises de variancia do modelo codificado da sinérese espontanea para 14, 21 e 28 dias

mostraram valores de p para o coeficiente de regressao maior do que 0,05, portanto né&o

sendo possivel a construgcao do grafico da superficie de resposta e as curvas de contorno.
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4.4.5 Comparacao dos métodos — centrifugacao x espontanea

Comparando-se os métodos é possivel observar que, pela superficie de resposta e
as curvas de contorno obtidas, 0 método da centrifugacao apds 14 dias indica claramente as
faixas de concentracao e temperatura que tém o melhor efeito em relacdo a sinérese (con-
centracoes iguais ou maiores do que 0,03% de MTG+G com incubacgéo de 26 a 54 °C, ou
temperaturas de incubagao iguais ou maiores do que 50 °C com concentragdes de 0,006% a
0,034% de MTG+G), enquanto que pelo método espontaneo as melhores combinagdes sao
mais amplas, apenas sdo excluidas as concentragées de 0,006% de MTG+G a 40 °C e
0,02% de MTG+G a 26 °C.

Os métodos sao coerentes apods 21 e 28 dias de armazenagem, ambos apresentam
reducao significativa da sinérese de todas as amostras em relagao ao controle.

Ainda ap6s 21 e 28 dias o método espontaneo indica um desempenho significativo
melhor das amostras incubadas a 30 e 50 °C com 0,01 e 0,03% de MTG+G em relacao a
todas outras amostras. Essa situacdo nao é observada no método da centrifugagéo, ainda
gue as mesmas amostras tenham apresentado bons desempenhos esses nao sao significa-
tivos pela analise de variancia.

A tabela 17 abaixo mostra a comparacao da reducao de sinérese dos dois métodos
em relagdo ao controle durante a armazenagem por 28 dias e a tabela 18 a seguir mostra
essa reducao para todas as amostras.

Tabela 17 — Comparacao da redugéo da sinérese dos dois métodos

em relacao ao controle durante a vida de prateleira

////////////% Espontaneo (%) Centrifugacao(%)
Periodo Variacao Média Variacao Média
14 dias 0,0 -36,0 18,0 0,0-26,4 13,2
21 dias 10,9 -39,0 25,0 23,8-135,0 29,4
28 dias 21,0-42,0 31,5 25,5-42,0 33,8

Mediafinal | 248 | 255

Apbs 14 dias 0 método espontaneo apresenta uma maior reducao de sinérese, apos

21 dias o desempenho é melhor pelo método da centrifugacao e apos 28 dias os métodos
se equivalem. Considerando a média final dos 3 periodos estudados os dois métodos se

equivalem.
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Tabela 18 — Redugédo percentual da sinérese das amostras em relagdo ao controle dos dois métodos

durante a vida de prateleira

P Conc~en- Con~cen- T de Redugéo da sinérese em relagéo ao controle (%)

~§ tr%g;ao tﬁ%%tge inCL~J- Espontaneo Centrifugacéao

£ M| Uglde | FES [ as Toor [as [ | 6 [ [ a8 [

(%) proteina) dias | dias | dias dias | dias | dias

T1 0,01 0,47 30 23,88 | 39,22 | 42,32 35,14 7,49 | 35,04 | 41,24 27,92
T2 0,03 1,41 30 30,06 | 35,52 | 40,01 35,20 | 15,57 | 31,18 | 36,06 | 27,60
T3 0,01 0,47 50 34,04 | 29,34 | 31,96 | 31,78 | 21,44 | 23,69 | 29,95 | 25,03
T4 0,03 1,41 50 24,09 | 22,30 | 26,09 24,16 | 19,27 | 30,69 | 32,02 27,33
T5 0,006 0,28 40 +0,56 | 10,87 | 22,02 10,78 4,05 | 33,23 | 30,15 22,48
T6 0,034 1,60 40 36,27 | 16,93 | 23,40 | 25,53 | 22,57 | 32,65 | 39,33 | 31,52
T7 0,02 0,94 26 2,47 | 11,63 | 21,39 11,83 7,95 | 25,76 | 25,59 19,77
T8 0,02 0,94 54 29,48 | 11,12 | 22,92 21,17 | 26,39 | 29,82 | 28,77 28,33
T9 0,02 0,94 40 20,36 | 14,75 | 24,62 19,91 5,19 | 29,31 | 30,19 21,56
T10 0,02 0,94 40 18,79 | 19,30 | 25,33 21,14 | +0,55 | 25,91 | 29,81 18,39
T11 0,02 0,94 40 15,32 | 17,75 | 22,48 18,51 1,20 | 26,06 | 29,00 18.75

Observando a tabela 18 em ambos os métodos as bebidas T1, T2, T3, T4 e T6 apre-
sentaram os melhores desempenhos com excec¢dao a amostra T8 que no método da centri-
fugacéao apresentou o segundo melhor desempenho.

A amostra T6 que mostrou o melhor desempenho em relagao a viscosidade apresen-
tou também o melhor desempenho para sinérese pelo método da centrifugagao e o quarto
melhor desempenho pelo método espontaneo.

A amostra T2 que mostrou o segundo melhor desempenho para viscosidade, apre-
sentou o melhor desempenho para sinérese esponténea e o quarto melhor pelo método da
centrifugacao.

O método por centrifugacado permite padronizar a analise com a aplicagdo de uma
forca externa e estabelecer uma comparacao de qual indice seria aceitavel ou melhor com
base em um histérico de analises do controle, enquanto que o método espontaneo nao si-
mula uma possivel variacdo da cadeia de frio, 0 que poderia gerar mais sinérese, e conse-

guentemente poderia gerar uma falsa conclusao.
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4.5 VARIAGAO DO pH DURANTE A VIDA DE PRATELEIRA

A seguir sdo mostradas as curvas da variagao de pH de todas as amostras durante a
vida de prateleira (FIGURA 27) de acordo com o delineamento experimental descrito no item
3.2.3. Os valores utilizados sdao a média de 2 repeticoes dos experimentos.

0,01% MTG+G; 30 °C)
0,03% MTG+G; 30 °C)
0,01%MTG+G; 50 °C)

——T1 (
T2 (
T3 (
160 T4 (0,03% MTG+G; 50 °C)
' —%—T5 (0,006% MTG+G; 40 °C)
A

I 455 I~ —e—T6 (0,034% MTG+G; 40 °C)
7 (
(

- 0,02% MTG+G; 26 °C)
4,50 —— T8 (0,02% MTG+G; 54 °C)
q T9 (0,03% MTG+G; 40 °C)
4,45 T10 (0,02% MTG+G; 50 C)
T11(0,02% MTG+G; 40 °C)
—a— Control (0,00% MTG+G; 40 °C)

Dias

Figura 27 — variagdo do pH das amostras durante a armazenagem

Em relagdo a variacdo do pH durante a armazenagem por 28 dias, as médias foram
comparadas pelo teste de Duncan e verificou-se que nao houve diferenca significativa entre
as médias das amostras e o controle ao nivel de significancia de 5%, portanto ndo houve
diferenca significativa na pés-acidificacdo das amostras comparadas a do controle apés 7,
14, 21 e 28 dias; resultados de acordo com os obtidos por Bdnisch et al , (2007a e 2007b)
que nao observaram diferenca na pés-acidificacdo das amostras tratadas ou ndo com a
MTG e em desacordo com os resultados obtidos por Lorenzen et al, (2002) que observaram
uma pés-acidificagdo menor nos iogurtes tratados com MTG.

Da mesma forma como no item 4.2 essa diferenca observada entre experimentos de
outros trabalhos pode estar relacionada as diferentes condicées experimentais, concentra-
cao e tipo de cultura utilizadas (BONISCH et al., 2007b)
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4.6 RESULTADOS DA ANALISE SENSORIAL

Foi realizada a andlise sensorial da bebida controle (sem tratamento enzimatico)
comparada com a bebida T6 com 0,034% de MTG incubada a 40 °C por 40 minutos, ou se-
ja, a bebida do ponto étimo pela metodologia de superficie de resposta em relagéo a con-
centracao enzimatica e temperatura de incubagédo. Essa amostra foi escolhida porque apre-
sentou a viscosidade mais alta entre todas as amostras sem descaracterizar a bebida lactea
fermentada. Apresentou o menor indice de sinérese pelo método da centrifugacdo e tam-
bém um indice significativamente menor de sinérese (p < 0,05) em relagdo ao controle pelo
método esponténeo sendo, portanto uma das mais provaveis escolha para um desenvolvi-
mento industrial.

A andlise foi realizada com 30 provadores nao treinados, os atributos avaliados e os
respectivos resultados sao apresentados abaixo.

4.6.1 Aceitacao geral e sabor

Foi utilizada escala hedénica de 9 pontos. Os resultados (FIGURAS 28 e 29 e TA-
BELA 19) ndo mostraram diferencga significativa (p > 0,05) entre o controle (Padréo) e a be-

bida tratada com enzima (Enzima).

B0%
Padrao
Enzima

45% 1

30%

0%

Figura 28 — Resultados para aceitacao geral
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Padrao
Enzima
%4
1 2 3 4 5 6 7 8 9

Figura 29 — Resultados para aceitacao de sabor

Tablela 19 — Resultados para aceita¢do geral e sabor

Atributo Padrdo Enzima
Aceitagao geral 5,40a 5,77a
Aceitagao sabor 5,33a 5,70a

Valores mais provaveis com letras idénticas na mesma linha indicam que néao
existe diferenga significativa (p > 0,05) entre os atributos

A escala utilizada foi heddnica de 9 pontos, os resultados tanto para a bebida sem

tratamento enzimatico (Padrdo) como para a bebida tratada (Enzima) estdo aproximada-

mente no meio da escala. Os resultados mostram que a agéo da enzima nao teve influéncia

negativa no sabor da amostra e nem na aceitagao geral.

4.6.2 Intensidade de sabor, acidez, cremosidade e consisténcia

Foi utilizada escala JAR de 5 pontos. Os resultados (TABELA 20) ndo mostraram di-

ferenca significativa (p > 0,05) entre o controle (Padrédo) e a amostra (Enzima).

Tabela 20 — Resultados para intensidade de sabor, acidez, consistén-

cia e cremosidade

Atributo Padréo Enzima
Sabor 3,00a 2,83a
Acidez 3,27a 3,07a
Consisténcia 2,53a 2,73a
Cremosidade 2,57a 2,63a

Valores mais provaveis com letras idénticas na mesma linha indicam que
ndo existe diferenca significativa (p > 0,05) entre os atributos



92

Mais uma vez os resultados indicam que a acdo da enzima nao teve influéncia no
sabor, os graficos mostram uma tendéncia pela preferéncia do sabor e da acidez (FIGURA
30) da bebida preparada com enzima (Enzima).

Em relagdo a consisténcia era esperada uma percepc¢ao significativa da diferenca de
consisténcia entre as bebidas, 0 que ndo ocorreu, mas o grafico da preferéncia de consis-
téncia (FIGURA 31) mostra uma tendéncia para a preferéncia da consisténcia da bebida tra-
tada com enzima (Enzima).

100%—

TE%-

p " i = ;
e Padréo Enzima Padrao Enzima
[E Mais forte do que eu gosto [ Mais acido do que eu gosts
O Do jeiio que eu gosto O Do jeiio que eu gosto
O Mais fraco do gque eu gosio O Menas Acido do que eu gosio

Figura 30 — Comparagao da preferéncia de sabor e da acidez do controle (padréo) com a bebida tratada com
enzima (enzima)

Padréo Enzima
O Mais consisients do que eu gosio

0O Do jeiio que eu gosto
0O Memos consistents do que eu gosto

Figura 31 — Comparacgéo da preferéncia de consisténcia entre
o controle (padréo) e a bebida tratada com enzima (enzima)
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4.6.3 Intencao de compra

Foi utilizada escala de 5 pontos. Os resultados (TABELA 21) ndo mostraram diferen-
ca significativa (p > 0,05) entre o controle (Padrdo) e a bebida preparada com enzima (En-
zima), mas os graficos da intencao de compra (FIGURA 32) mostram uma tendéncia de uma
maior intengdo de compra da bebida preparada com enzima (Enzima), 43% disseram que
comprariam contra 20% do controle (Padrdo). Os graficos mostram também uma menor re-
jeicao da bebida tratada com enzima (Enzima), 30% disseram que ndo comprariam contra
43% do controle (Padréo).

Tabela 21 — Resultados para intengdo de compra

Atributo Padrao Enzima

Intengéo de compra 2,67a 3,07a

Valores mais provaveis com letras idénticas na mesma linha indicam que
nao existe diferenca significativa (p > 0,05) entre os atributos

100% 1~
T5%
20% 1
25%
0% Padrdo Enzima
@ Compraria

O Talvez sim, talvez ndo compraria
O Mao compraria

Figura 32 — Resultados para intengdo de compra entre o controle
(padrédo) e a bebida tratada com enzima (enzima)

4.7.4 Preferéncia

Os resultados (FIGURA 33) mostraram diferenga significativa (p < 0,05) entre o con-
trole (Padrédo) e a bebida preparada com enzima (Enzima).
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A bebida tratada com enzima (Enzima) apresentou uma preferéncia de 77% contra
23% do controle (Padrao). Indicando uma confirmacao das tendéncias observadas nos gra-
ficos de preferéncia de sabor e acidez (FIGURA 30), 50% disseram que o sabor estava co-
mo os provadores preferiam contra 40% do controle (Padrao); em relagdo a acidez 70% dos
provadores mencionaram que preferiam esse atributo da bebida preparada com enzima con-

tra 47% em relacdo ao controle (Padrao).

O Padrdao O Enzima

Figura 33 — Resultados para preferéncia

Tendéncia também observada na preferéncia de consisténcia (FIGURA 31), 70% dos
provadores preferiram a consisténcia da bebida preparada com enzima (Enzima) contra
57% do controle (Padrdo). E na intengdo de compra (FIGURA 32), com um percentual de
provadores que comprariam a bebida tratada com enzima (Enzima) maior do que comprari-
am o controle (Padrao) e uma menor rejei¢cdo para a bebida tratada com enzima (Enzima).

Ozer et al. (2007) utilizaram uma avaliagao sensorial baseada no reconhecimento da
importancia relativa de atributos selecionados (aceitagdo geral, acidez, separacao de soro,
viscosidade e palatabilidade) e observaram que os iogurtes firmes produzidos com altas
concentracdes de MTG (= 13 U g de proteina) receberam as maiores notas referentes a
palatabilidade e a aparéncia. Nas amostras tratadas com concentracées mais baixas de
MTG (< 6,5 U g de proteina) nao foram observadas diferencas na percepgao da viscosida-
de pelos provadores quando comparadas ao controle, apesar da diferenca do tipo de iogurte
os resultados estdo de acordo com os apresentados neste trabalho, ndo foi observada dife-
renga significativa da consisténcia (p > 0,05) da bebida tratada com MTG+G (1,60 U g™’ de
proteina) em relacdo ao controle. Ja no trabalho de Lorenzen (2002) a analise sensorial
mostrou que os iogurtes firmes produzidos com MTG apresentaram um sabor menos carac-
teristico de iogurte e uma percepg¢ao maior de cremosidade, o que nao foi observado na a-
nalise sensorial apresentada neste trabalho. Faergmand (1999) também observaram uma
maior percepgao de cremosidade nos iogurtes também firmes tratados com MTG.
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5 CONCLUSOES

Para um tempo fixo de incubacdo de 40 minutos para todas as bebidas e para as
condi¢cdes estudadas, adigdes iguais ou maiores do que 0,006% de preparacado enzimatica
com temperaturas de incubagado maiores ou iguais a 30 °C produziram aumento significativo
de viscosidade em relagédo a bebida sem tratamento enzimatico.

O aumento da concentragao enzimatica de 0,01 para 0,03% para as mesmas tempe-
raturas (30 e 50 °C) produziu aumento significativo da viscosidade e o desempenho da en-
zima foi melhor na temperatura de 30 °C do que a 50 °C para as mesmas concentragdes
enzimaticas (0,01 e 0,03%).

As melhores condi¢des de atuacgao foram de 0,034% de preparacao enzimatica (1,60
U g de proteina da bebida) a 40 °C, essa combinagao apresentou um aumento na viscosi-
dade de 81,3% e reducao de 31,53% de sinerese em relagdo ao controle.

A temperatura de 40 °C para incubagao da enzima é a mais adequada para produgao
de bebida lactea fermentada tratada com transglutaminase.

A acdo enzimatica nado influenciou no comportamento reoldgico das bebidas. Todas
apresentaram baixa tixotropia e comportamento pseudoplastico assim como o controle.

Em relagéo a sinérese, quando utilizado o método por centrifugacao, apés 14 dias de
armazenagem, as amostras com concentragées enzimaticas iguais ou acima a 0,03% e ou
incubadas em temperaturas iguais ou maiores do que 50 °C tiveram uma reducao significati-
va de sinérese em relagdo ao controle. No mesmo periodo, quando utilizado o método es-
pontdneo as bebidas com concentragbes enzimaticas iguais ou maiores que 0,01% incuba-
das em temperaturas iguais ou maiores que 30 °C apresentaram reducao significativa do
indice de sinérese em relacdo ao controle, condicdes mais amplas do que as observadas
pelo método por centrifugacao.

Apoés 21 dias de armazenamento a 8 = 1 °C as concentra¢des enzimaticas e as tem-
peraturas de incubacao estudadas nao afetam significativamente o indice de sinérese entre
as bebidas tratadas enzimaticamente.

O uso da MTG, mesmo em baixas concentracoes, reduz a sinérese em bebidas lac-
teas fermentadas ap6s 21 dias de vida de prateleira.

A andlise sensorial realizada com o controle e com a amostra que apresentou o me-
lhor desempenho para viscosidade e sinérese por centrifugacdo, mostrou uma preferéncia
significativa pela amostra tratada enzimaticamente de 77% em relagdo a bebida controle. A

utilizacao da enzima no preparo da bebida néo interferiu negativamente no sabor.
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ANEXO |

AJINOMOTO

ACTIVAxMP

Deseription: White Powder, Odorless. AJ] TEST* [Sensorial Analyses].

Ingredients: Lactose, Maltodextrim ¢ Transglutammase.

Physical-Chemical Characteristics

Loss on Drying notmore than 2.0% | jpananese Standards for Food Additive (80 °C, 2 )
Trans glutaminase activity T8~ 126 Ulg AJI TEST* [Hydroxamate Method]

Arsenic as As;Os | notmorethan 2 mgkg | 477 TEST* [Atomic Absorption Spectrophotometry]
Heavy Metals asPb | not more than 20 mg'kg | 477 TEST* [Sodium Sulfide Colorimetry]

Microbiological Characteristics

7
©
=
e
—
628
®
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%5
&
-
@
)
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Q
=
A

Rev. Abr/0&

O TGS owl Srandards Methods of Analysis in Japanese Food Safery

Total Plate Count (UFC/g) L
3000 Regulation [Standard Agar Medium]

Standards Methods of Analysis in Japanese Food Safety
Regulation [Standard Agar Medium]

Standards Methods of Analvsis in Japanese Food Safery
Regulation [BGLB Medium]

Heat Resistant Bactéria (UFC/g) | not more than 500

Coliform Bacteria negative

*AJ TEST — All methods are available on request to ATINOMOTO.

All information contained in this specification is subject to change without prior notice.
Please contact us to confirmation.

AJINOMOTO BIOLATINAIND. E COM. LTDA
AJINOMOTO INTERAMERICANA IND. E COM. LTDA

R. Joaquim Tavora, 541 Phona: 55 11 5080-6801
04015901 — Sio Pauls -SP FAX: 55 11 50806789
www.ajinomoto.com. br e-mail: vi_domi@ala.ajinomoto.com
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A

AJNNOMOTO.

Shipment date

02.01.2008

RAPID SPEDITION UND LOGIETIK TruckContaine:

NIEDERLASSUNG HAMBURGZ /osc 2869

D-21035 HAMBURG ALLERMOEHE Delivery item/date
80038383 000010 / £4.01.2008
Crder itermfdate

17515 000050 / 26.12.2007
Customer numberiCustamer referenca number

201495 / 113280 -26.12.2007

Materiai: Our Reference / Your Reference
FT7000 ACTIVA MP lkgxlC / FT7000

Batch 2007082418 - . .
Production date 23 .08.2007 / Best beiore date 20.02.20085

. Lower Upper Method
Pararmeter LT Unit Value Limit Limit
Visgual aspect - Cantorm Conlorm
Loz on drying - 0.5 2,0 MOLESD
TG Activity EU 100 78 126 MOLACTG
Arsenic (As203) malkg .0 MOLAS
Hoavy metale mgikg 20 MOLMLT
Total viebls coum Mg 10 3000 MOLGIMT
Thermeduwic bacterds masophit. Nig 10 500 MOLSPMES
Celiforms - Absant Absant MCLEOL
Salmonela (Nf25¢) - Absent Absent MOLSALM

iWhen no resuit s antersd, Ajinomote Foods Furope assures that the valus wernplies with the sgreed specificatipn,
Thig certificate |s ganaratad by compister

MNathalie Lejeang
Quality Manager Alinomota Foods Eurape

e R O A SRR

AJIND R Soaéie par Aoticas Sknoiide ca chedal de 6179 978 & - N Sl £72 23 088 (1055 - Ty : £H 46 572 250 855 - PRS PARIS §772 D35 (55
Usine ot Services Administratits Sitge social
48, rue de Nesle - BRP42 - 80150 MESNIL-SAINT-NIGAISE - FRANCE 153, rue de Courcellas - TAR17 PARIS Cedex 17 - FRANCE

Tél. ; 33 (0)3 22 88 50 50 - Fax : 33 (D)3 22 38 B4 5T Tél. : 33 {017 56 32 27 80
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ANEXO Il

AJINOMOTO

ACTIVA, YG

PRODUTO

Fhexcripmor ph hege claro, praticamenie inodora. AR TEST* [Amilise Sersoral|.

Trgreafiesrios: Lactose, Extrato de Levedurs, Maltodessring, Trnsglutamines:, Gleo de Cirtama,

Coracteriv@oay Fivico={hrimiomy

Umidade ni maior que 4.0 % | Gnanose Srawdards for Foad Addisve [ 105° C, 4 k)
Arnividade enzimigica EL o2 Wig AN TEST* [Méodo Hidmxamatn]
Arsimico v AsChl o maior que Zmpke |0 FEST (Esac rofocanemia por Ahsorgho Adimica|

AN TEST* [Analise de Comparagio Visual arsvés do

Witas Pesados comia Ph | nda maior que 20 mag®
1 i coanplexs de Sulfem de Sddio]

SPECIFICACAO DI

Cmracferisdeay Wi e ki yicay

Contigem Tos | IUFC) | miomaior que 5000 | Standards Mefods of dnateds ie dapamess Food Safer Segolation
[Padriss Agar]

mdio mainr gae 100K .'h'l.llll.lllll'l.ll:\ Medods of Analisk ke depaneie Food Safey Repulanion
[Padnis Agar]

l=morsdsientes (UFCg)

Samadards Aledods of Ananss W Aspanese Food Safen Megpalenoe

Rew Dexnt®

Califurmi= Totmis TR

[BGLA]

* AJ TEST - Mitodes dv amdlives desen valvidon peliv AFEYOMONTEE

As informagdes conedas e=aio speiias a alieragdes sem preva notificagde
Favie grilise &0 conls pam o comlrmogde das i

EJMOMOTO BIDLATIMA IND_E COM. LTDA
AAMOMOTD INTERAMERIC ARS 1ND, E COM. LTDW

A Joaquim Tawom. 341 Phare: 55117 S000-0001
04015000 — Eda Prusks, BF - Brad] Fax: 55 11 S30-6TED
www aincmobo. com, br g-mail; v|_domsa.ajinomobs.com
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AJINOMOTO.

Shipment date

AJINOMOTO FOODS EUROPE SAS - Nesle Branch, 48, rue de Nesle - BP42 - Truck/Container
MESNIL-SAINT-MICAISE -France

Delivery item/date

Order ihem!daﬁe" o

Customer number/Customer reference number
Material: Our Reference / Your Reference
FT2000 ACTIVA YG lkgxl0 / 32961 F
Batch 200805181a /' Quantity
Production date 09/18/2008 / Bestbefore date 03/197/2010

Lower Upper Method

Parameter Unit Value Limit Limit
Visual aspect - Conform Conform
Loss on drying % 27 MOLESD
TG Activity EU 106 85 121 MOLACTG
Arsenic (As203) ma/kg 2.0 MOLAS
Heavy metals mg/kg 20 MOLMLT
Total viable count : Nig 1£ 5000 MOLGMT
Thermoduric bacteria mesophil, N/g <10 MOLSPMES
Coliforms C .- Absent Absent MOLCOLI
Salmonella (N/25g) - Absent Absent MOLSALM

When no result is entered, Ajinomoto Foods Europe assuras that the value compliss with the agreed specification.
This certificate is generated by computer.

Philippe Carré
Quality Manager Ajinomoto Foods Europe

Paie 1/ 1

WJINOMOTO FOODS EUROPE S,A.S,  Socists per Actions Simpiffiés au capital e 8,131,878 € - N* Giret 572 233 055 00035 - TVA ; FR 48 572 238 955 - RCS PARIS 572 235 965

Isine et Services Administratifs Siége social
8, rue de Nesle - BP42 - 80180 MESNIL-SAINT-NICAISE - FRANCE 153, rue de Courcelles - 75817 PARIS Cedex 17 - FRANGCE

‘6. : 33 (0)3 22 88 50 50 - Fax : 33 (0)3 22 88 84 57 Tél. : 33 {0} 56 33 27 80 .
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ANEXO Il
Product Specification
Strictly Confidential r
Fonterra
.
Product Mumber 108165 - .
Short Dascription DF4 BRA WMP Reg 26% 25kgMBG Dairy for life
Long Dascrption MULTI-PLY BAGS
WHOLEMILE PCWIDER
EACH 25 K NET
Tesling
| Togt Cobpgpey Ty Prprrgigr Tapd birhex) Ty iy Pige i Fiory g T Py - CRITY |
Chaprical | Sph Lot ] e 1] L ¥ 13
- S oy iogrrairic jotl ] %] BE
| Prevpicel - ] Sy ¥ tpp dgiey g rErd L1k
S el s F T I T F-] Fo
Tl s IF S8 H I T F1-
S’y - aniF kL [T I T MO
| Moty (B 3 oA gy iy L. 12901 e 1] . 1] Fii-]
Tippiply Sy ST T004 P ey X ra's AL
[l ey Rarmiic Mopn Towrs: FID AW AT |0 RR | el Rlale o]
i S S0 NATINME oteg) | oy 250
| oy e Suprymsad ) B4 BN g | 1
ey [-=E RRAT sy a
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RELATORIO DE ANALISE

FiSICO QUIMICA / MICROBIOLOGICA

Produto: Especificagao: Cadigo:
Leite em Po Integral 109165 413919
Data Fabricagéo: Data Validade: Lote: SIF:
19/10/2009 18/10/2010 9292133331 2034
Qualidade Sensorial Normas Resultados
Sabor Caractenstmo, puro, nao oxidado, Caracteristico
caramelizado ou rangoso.
Densidade 0,42-0,70 g/ml 0,49
Aparsnci P6 fino uniforme, livre de pontos c teristi
parencia pretos e matérias estranhas. aracteristico
Analises Fisico-Quimicas Normas Resultados
Umidade 3,5% Max. 3,03%
Gordura 26 - 28% 26,90%
Proteinas 25% Min. 25,70%
|Acidez 18 ml NaOH 0,1N/10g SNG 16,5
Material Estranho ausente /32,59 Auséncia
pH 6.3-6,8 6,7
indice de solubilidade 1 mL Max. 0,5
Particulas queimadas Disco "B" 32,5/g Méax. Auséncia
Antibidtico Auséncia Auséncia
Microbiologia Normas
Contagem total de mesofilos, UFCig 5.000UFC/g Max. =10 UFC/g
Escherichia Coli ND/g ausente/1g
Coliformes (30°C) <1INMP/g <0,3 NMP/g
Estafilococos coagulase positiva =10/g <10 UFC/g
Salmonella spp. Ausente/750g ausente/750g
Bacillus cereus 500UFC/g Max. <100 UFC/yg
Listeria monocytogenes auséncia/25g ausente/25g
Mofo e leveduras 50 UFC/g Max. <10 UFC/g
Enterobacteriaceae 10 UFC/g Max. <10 UFC/g

Data: 27/10/2009

Deiry Parners Amenicas Manufactonng -
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Chefe Garantia da Qualidade
Dairy Partners Americas Manufacturing
[tuiutaba - MG

BR 365 Km 755, tuiutaba - MG, Brasil Fone: 55 (34) 326B-0800

413019 - 1091 BE - 020213333
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ANEXO IV
TANGARA CERTIFICADO DE ANALISES
DADOS DO CERTIFICADO
Ano- 2010 | SIF: 4350

Nome do Estabelecimento: Tangara Importadora e Exportadora S/A

Endereco: Rodovia Darly Santos

N.2. 2500

Bairro: Aracas

Municipio: Vila Velha

Estado / Pais: ES/Brasil

| Cep: 29103091

Tel: (27) 2123 9300

| Fax: (27) 2123 9301

DADOS DAS ANALISES

Nome do Produto: SOROC DE LEITE EM PO 1Kg Lote: m46
Marca: Data de Fabricacdo 30/06/09 Obs:
MASTER Data de Validade 30/06/10

RESULTADOS FISICO - QUIMICOS
Analise Resultado Método
Umidade (%) 16 INS 0050
Cinzas (%) 727 INS 0044
Acidez (%) 0,06 INS D040
Gordura (%) 1,0 INS 0045
Proteinas (%) 14.0 INS 0049
Densidade (g/ml) 0,667 INS 0071
Particulas Queimadas Disco "A” INS 0068
ind. de Insolubilidade (ml) 0,1 INS 0059

RESULTADOS MICROBIOLOGICOS

Analise Resultade Método
Coliformes (NMP/g) <03 INS 0037
Coliformes fecais (NMP/g) <03 INS 0037
Enum. de Mic. Mesdfilos (UFC/g) 3,1x10° INS 0036
Bolores e Leveduras (UFC/g) <10 INS 0034
B. cereus (UFC/g) <1,0x10° INS 0063
S. aureus (UFC/g) <10 INS 0035
Salmoneila (em 259) Ausente INS 0061
RESULTADOS MICROSCOPICOS
Analise Resultade Método
Microscopia Auséncia de sujidades, larvas e parasitos. INS 0067
RESULTADOS SENSORIAIS

Analise Resultade Método

Aparéncia (Caracteristico)
- MQL 0001

Sabor (Caracteristico)

"'\1 1".1\;',.5. L \j_’.‘"

Mirglla Rossi Vicente
CRQ 02301367
Supervisora de Qualidade
TANGARA IMPORTADORA E EXPORTADORA SiA.

FOR-107/8
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ANEXO V

Danisco Culturas

culturesi@danisco.com

Page 1/2

PRODUCT DESCRIFPTION - PD 205566-0EN

YO-MIX™ 495 LYO 100 DCU
YO-MIX™ Yogurt Cultures

Description

DANISCO

First you add knowledge...

Material no. 50588

Properties

Freeze-dried concentrated lactic starter for the direct
vat noculation of milk and milk bases.

Usage levels

Product Dose
yogurt 10- 20 DCU / 1001 of vat milk
Fermentad milk 10- 20 DCU / 100 1 of vat milk

The quaniiies of inoculation indicated showld be considerad as
guidelines. Supplemant cultures may ba required depanding on
technology, fat content and produc properties desirad.

W do nol accept any labifity in caee of undue applicaticon.

Directions for use

Store at temperature < 4 °C in dry atmosphere. Whan
stored at negative temperature, keep the sachet at
room temperatura for 30 to 60 minutes befora
opening. if not, the performance of the cullure is
affected. Prolonged exposure at room temperatura will
reduce performances. Check before use that the
culture is in powder form. Add directly to the
manufaciuring milk as soon as the agitation blades of
the val are covered with milk, Avoid loam and air
introduction in the milk.

Important recommendations:

If the product has formed a solid mass, it should be
discarded. To keep bacteriophage contamination
under control, ensure plant and equipments ane
cleaned and disinfected with approprate products at
regular intervals to limit bacteriophags concantration
level. Avoid any system that brings back part of end
preducts to the beginning of the processing line in
arder to limit phage propagation.

We do not accept any liabilily in case of undue
application.

Composition

Streptococcus thesmophilus
Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus

- Processing benefits: freeze dried form facilitates the
storage and handing of cultures. YO-MIX™ 495 LYD
100 DCU is a blend of selected strains for direct vat
inoculation of manufacturing milk, these sirains have
been carefully chosen and combined to answer your
speciiic needs In lgrm of addification, lexiure and
taste.

- YO-MIX™ 495 LY O 100 DCU gives quick
acidification to pH 4.70 - 4.60 and then, a slower
acidification 1o reach lower pH. This characteristic
allows an exceptional pH stabilisation during the end
of fermentation processing time and the shelf ife. This
enables a handling of large tank fermentations, a
flexibility in the management of the cooling step, a
lower post-acidification.

- YO-MIX™ 495 LYO 100 DCU contains
exopolysacchande producing straina that enable a
smooth and thick texture: possibility 1o perform at
43"C aswell as 37°C, formulation cost-saving,
reduction of milk protein content, reduction/no need of
E.labelling thickening agents, excellent resistance 1o
shear stress at the cooling step and during storage
before conditioning, good syneresis control, good
performance on recipe with sugar.

- End usar benefils: safer end-products, controlled
taste and lexiure consistency, mild llavour and low
posi-acidification during shelf life, no water release
when consumed.

A phage allemative is available on requesl

Physical/chemical specifications

Cluantitative/Activity standard

Test medium:

Sterilised reconstituted milk (10% sobds )
Heated 20 min at 110 *C. Standardised to pH 6.60

Temperature; 42 °C
Inoculation rate: 20 DCU S 1001
Delta pH; 1.35
Time to reach the delta pH: <= 3.5 hours

Tha informadon contained in this publication & based on ow o eseardh and development wrk end i to the best of our knowledge reliabie. Users should,
howevar, conduct their own tests to determine the suitability of cur products for their own specific purposes and the legal stetus for their intended 1Be of the product.
Statemwents containgd hemin should not be considered a5 awarrenty of sny kind, expressed or impied, and no liab#ty & accepted for the infingemant of any

panens,
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SANISCO

First you add knowledge...

Material no. 50588

Safoty and handling

Microbiclogical qualily control - standard values and
methods

Coliforms =107/ g1)
Enterocoosi = 20/ g[2]
Yeasis < 10/ g[3]
Moulds = 10/ g [3]
Staphylococci coagulase positive <10/ g [4]
Listeria monocylogenes neg. { 25 g [3)
Salmonella neg. /25 g [6]

[1] NF VO&-015, IDF T3A-1085

[2] Gelose bile esculine sodium azide / 48 h at 37 °C
[3] NF V08022, IDF 948-199

B NFVRE-057, IDF 14581997

[B] MF V08-055, IDF 143A-1930
B] MF V02052, IDF B3B8-1985

Storage

18 months from date of production at <=4 °C

Packaging

Sachets made with three layers of material
{polyethylene, aluminium, polyester). The following
information is printed on each sachel product name,
pack size, batch n® and sheff life.

Quantity

Shipment cartons each containing 50 sachets
L]

Purity and legal status

YO-MIX™ AQE | YD 100 DCU meets the spacification
laid down by the EU legislation.

Label foed regulalions should always be consulted
concerning the status of this product, as legislation
iegarding its use in food may vary from country fo
country.

MSDS is available on requesl

Kosher status

KOSHER O-L-D

Allergens

Below tahle indicates the presence (as added
component) of the following allergens and products
thersof (according to Direclive 2003/8%/EC amending
Directive 2000/13/EC):
Yoz | No [Allergans

cerzals containing
oluten

of components

crustacaans

2405
Ifish

poanuts

soybeans (GMO-Tres)

ik, (Including
lactose)

nuts
calery

mustard

mEsame seads
sulphur dicedde and

E A B B T e B

suphits (= 10 malko)

Additional information

IS0 9001 cerified

# The infarmation coniagined n this publication ks besed on our own reseanch and development work and 5 1o the best of our knowledge ralisble. Usars should,

Towenver, CONicT thiir Cwn WES0S 10 delErmine v Sulabiy of our prodects kor feir osm specilic punposes and He legel siais 1or heir inknded yse of e prodact.
Stalesrents contained hengn should not be considered as. & warranty of eny kind, expressed or impled, and no liabdity = accepted for the inlingsment of amp

patents,
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ANEXO VI
Questionario Bebida Lactea Fermentada

Instrucoes:
Vocé ira provar e avaliar 2 amostras de bebida lactea.

Por favor, prove a primeira amostra e responda suas perguntas. Em seqguida,
faca o mesmo com a segunda amostra.

Por favor, beba agua antes de provar cada amostra!

Amostra Amostra

O

Gostei muitissimo

Gostei muito

Gostei moderadamente
Gostei ligeiramente

Nem gostei, nem desgostei
Desgostei ligeiramente
Desgostei moderadamente

Desgostei muito

Desgostei muitissimo

O

Gostei muitissimo

Gostei muito

Gostei moderadamente
Gostei ligeiramente

Nem gostei, nem desgostei
Desgostei ligeiramente
Desgostei moderadamente

Desgostei muito

Desgostei muitissimo

guanto vocé gostou do SABOR desta bebida?

qguanto vocé gostou da bebida, de MANEIRA GERAL?

63

w

N

O HHHHH

Gostei muitissimo

Gostei muito

Gostei moderadamente
Gostei ligeiramente

Nem gostei, nem desgostei
Desgostei ligeiramente
Desgostei moderadamente
Desgostei muito

Desgostei muitissimo

Gostei muitissimo

Gostei muito

Gostei moderadamente
Gostei ligeiramente

Nem gostei, nem desgostei
Desgostei ligeiramente
Desgostei moderadamente
Desgostei muito

Desgostei muitissimo
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O que vocé achou da INTENSIDADE DE SABOR desta bebida?

[ 5 |MUITO MAIS FORTE do que eu gosto [ 5 |MUITO MAIS FORTE do que eu gosto

[ 4 ]UMPOUCO MAIS FORTE do que eugosto | 4 |UM POUCO MAIS FORTE do que eu gosto
[ 3 ]P0 JEITO QUE EU GOSTO [ 3 |DOJEITO QUE EU GOSTO

[ 2 |uMPOUCO MAIS FRACO do que eugosto| 2 JUM POUCO MAIS FRACO do que eu gosto

[ 1 |MUITOMAISFRACOdoqueeugosto [ 1 |MUITO MAIS FRACO do que eu gosto

O que vocé achou da INTENSIDADE DE ACIDEZ da bebida?

[ 5 MUITOMAIS ACIDOdoqueeugosto [ 5 |MUITO MAIS ACIDO do que eu gosto

UM POUCO MAIS ACIDO do que eu gos-

to

DO JEITO que eu gosto

UM POUCO MENOS ACIDO do que eu

gosto

MUITO MAIS CONSISTENTE do que eu
gosto

UM POUCO MAIS CONSISTENTE do

que eu gosto

DO JEITO que eu gosto

UM POUCO MENOS CONSISTENTE do
que eu gosto

MUITO MENOS CONSISTENTE do que
eu gosto

O que vocé achou da CREMOSIDADE da bebida?

MUITO MAIS CREMOSO do que eu gos-
to

UM POUCO MAIS CREMOSO do que eu
gosto

[ 3 |pOJEITO QUE EU GOSTO

UM POUCO MENOS CREMOSO do que
eu gosto

MUITO MENOS CREMOSO do que eu
gosto

UM POUCO MAIS ACIDO do que eu gos-
to

DO JEITO que eu gosto

UM POUCO MENOS ACIDO do que eu
gosto

[ 1 |MUITO MENOS ACIDO do que eugosto [ 1 |MUITO MENOS ACIDO do que eu gosto

O que vocé achou da INTENSIDADE DE CONSISTENCIA da bebida?

MUITO MAIS CONSISTENTE do que eu
gosto

UM POUCO MAIS CONSISTENTE do
que eu gosto

DO JEITO que eu gosto

UM POUCO MENOS CONSISTENTE do
que eu gosto

MUITO MENOS CONSISTENTE do que
eu gosto

MUITO MAIS CREMOSO do que eu gos-
to

UM POUCO MAIS CREMOSO do que eu
gosto

[ 3 |DOJEITO QUE EU GOSTO

UM POUCO MENOS CREMOSO do que
eu gosto

MUITO MENOS CREMOSO do que eu
gosto
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Se esta bebida estivesse disponivel para vocé comprar, vocé:

DEFINITIVAMENTE o compraria
PROVAVELMENTE o compraria
TALVE SIM, TALVE NAO compraria
PROVAVELMENTE NAO compraria

DEFINITIVAMENTE NAO compraria

Qual das amostras vocé MAIS GOSTOU?

5

4

DEFINITIVAMENTE o compraria
PROVAVELMENTE o compraria
TALVE SIM, TALVE NAO compraria
PROVAVELMENTE NAO compraria

DEFINITIVAMENTE NAO compraria

Por favor, comente sua preferéncia, especificando os codigos das amostras.




