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Resumo

Este estudo teve como objetivo avaliar o comportamento reol6gico da reacdo de catalisagdo do soro de leite
desnaturado (WPD) com a enzima transglutaminase microbiana (TG), em funcdo dos tempos de reacdo e quantidade
de TG. O estudo reoldgico foi realizado em funcéo das concentracfes de 8, 14, 18, 22 e 26 U/g de TG e dos tempos
de reacdo de 8, 16 e 24 horas, no qual o modelo de Ostwald-de-Waelle (Lei de poténcia) foi utilizado para o ajuste aos
dados experimentais. O modelo apresentou 6timos ajustes com valores de coeficientes de determinacéo (R?) maiores
que 0,99. Observou-se que a adi¢cdo de TG proporcionou uma diminui¢do na viscosidade e aumento nas taxas de
deformacdo. O aumento das tensdes de cisalhamento também foi observado e as solugBes apresentaram indices de
comportamento de fluxo (np) menores que 1, indicando que as solugdes de WPD+TG apresentam comportamento de
fluidos ndo newtonianos do tipo pseudoplastico. Verificou-se também que os tempos de reacdo tém influéncia no
aumento dos indices de comportamento e na viscosidade da solugdo. De acordo com os resultados encontrados é
possivel afirmar que os tempos de reacdo e as quantidades de TG sdo determinantes em processos de obtencdo de
filmes e géis de qualidade, o que pode render melhores produtos apds a otimizacao destes fatores.

Palavras-chave: Biofilmes; Propriedades reoldgicas; Transglutaminase; Whey protein desnaturado.

Abstract

This study aimed to evaluate the rheological behavior of catalyzing the reaction of denatured whey (WPD) with the
microbial transglutaminase (TG) as a function of reaction time and amount of TG. The rheological study was
performed according to concentrations of 8, 14, 18, 22, and 26 U / g enzyme microbial transglutaminase and reaction
times of 8, 16 and 24 hours, in which the model of Ostwald-de-Waelle ( Power law) was used to adjust the
experimental data. The model showed excellent adjustment with determination coefficient values (R?) greater than
0.99. It was observed that the addition of TG provided a decrease in viscosity and increased shear rates. The increase
in shear stresses was also observed and the solutions presented flow behavior indices (np) less than 1, indicating that
the solutions of WPD + TG present behavior of non-Newtonian fluids of the pseudoplastic type. It was also found that
the reaction times have influence on the increase in behavior index and viscosity of the solution. According to the
results found, it is possible to affirm that the reaction times and the amounts of TG are decisive in the processes of
obtaining quality films and gels, which can yield better products after the optimization of these factors.

Keywords: Biofilms; Rheological properties; Transglutaminase; Denatured whey protein.
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Resumen

Este estudio tuvo como objetivo evaluar el comportamiento reoldgico de la reaccién catalitica del suero
desnaturalizado (WPD) con la enzima transglutaminasa microbiana (TG), en funcién de los tiempos de reaccion y
cantidad de TG. El estudio reoldgico se realizo segun las concentraciones de 8, 14, 18, 22 y 26 U / g de enzima
transglutaminasa microbiana y los tiempos de reaccién de 8, 16 y 24 horas, en las que se utilizd el modelo de
Ostwald-de-Waelle (ley de potencia) se utilizé para ajustar los datos experimentales. EI modelo present6 excelentes
ajustes con valores de coeficientes de determinacion (R2) superiores a 0,99. Se observé que la adicion de TG
proporciond una disminucién de la viscosidad y un aumento de las velocidades de deformacién. El aumento de
esfuerzos de corte también se observo y las soluciones presentadas indices de comportamiento de flujo (np) inferior a
1, lo que indica que las soluciones de WPD + TG actual comportamiento de los fluidos no newtonianos de tipo
pseudoplastico. También se encontrd que los tiempos de reaccion influyen en el aumento y disminucidn de los indices
de comportamiento y en la viscosidad de la solucién. De acuerdo con los resultados encontrados, es posible afirmar
que los tiempos de reaccion y las cantidades de TG son determinantes en los procesos de obtencion de peliculas y
geles de calidad, que pueden rendir mejores productos luego de la optimizacion de estos factores.

Palabras clave: Biopeliculas; Propiedades reolégicas; Transglutaminasa; Proteina de suero desnaturalizada.

1. Introducéo

Amplamente utilizada como um ingrediente funcional na indlstria de alimentos, a proteina do soro do leite é
responséavel por 20% da proteina total do leite e € um subproduto do processamento de queijos. Seus principais componentes
incluem a-lactalbumina, B-lactoglobulina, imunoglobulina e albumina sérica bovina (Jiang et al., 2020). Apresenta boas
propriedades de emulsificacdo, espessamento, gelificacdo, retengdo de dgua e formacéao de estrutura, sendo também facilmente
digerida e absorvida pelo corpo humano, possuindo alto poder antioxidante, antiviral e outras atividades biolégicas (Liang et
al., 2020). Apesar de sua ampla utilizacdo na formacéo de biofilmes, hidrogéis, dentre outros produtos, suas propriedades de
viscosidade, emulsificacéo e gelificacdo precisam ser melhoradas.

A transglutaminase (TG) é uma enzima que usa o grupo y-hidroxiamida do cido glutamico como o doador de acila e
o grupo g-amino da lisina como o aceitador de acila para causar reticulacdo covalente entre proteinas (ou polipeptideos),
formando assim a polimerizacdo covalente (Jiang et al., 2020). Estudos recentes tém demonstrado que a reticulacdo de TG
pode melhorar propriedades funcionais de proteinas alimentares, como a capacidade de retencdo de agua do gel, estabilidade
térmica, propriedades emulsificantes e de viscosidade, dentre outras (Wang et al., 2020; Jiang et al., 2020).

No entanto, é necessario provocar a desnaturacdo do soro de leite, a fim de melhorar a acessibilidade da TG aos
grupos de lisina e glutamina, proporcionando uma melhor reacdo de catalisacdo. De acordo com Cao et al., (2021) a proteina
do soro do leite expde mais residuos de glutamina e lisina apés o tratamento térmico (tipicamente maior que 65 °C),
fornecendo residuos de glutamina e lisina acessiveis o suficiente para que a TG catalisasse a reticulagao.

Diante disso, o estudo do comportamento reolégico por meio da analise dos parametros reol6gicos no decorrer do
tempo e variacdo da taxa de cisalhamento sdo imprescindiveis para a observacéo e compreensdo da polimerizagdo entre a TG e
0 soro de leite desnaturado (WPD), além de auxiliar em parametros de projeto futuros e controle das operagBes unitarias
envolvidas no processo (Almeida et al., 2020). Neste contexto, o objetivo deste trabalho é realizar o estudo do comportamento
reologico da reacdo de catalisagdo do soro de leite desnaturado (WPD) com a enzima transglutaminase microbiana (TG), em

funcdo dos tempos de reacdo e quantidade de TG.

2. Metodologia
Foram utilizados como matéria-prima o soro de leite em p6 (Provon 292 IP) com 92% de proteina, obtido pela
empresa Homem da Terra. A enzima transglutaminase utilizada foi obtida pela empresa Gastrd Brasil, com atividade

enzimatica de 80 U/g. A &gua destilada foi utilizada para a preparacéo das solugdes.
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A solucéo do soro de leite desnaturado (WPD) foi preparada pesando 25g de soro de leite e dissolvendo em 500 ml de
agua destilada, logo apds a dissolucéo, a fim de promover o desdobramento da proteina, a solugdo foi aquecida a 70°C por 15
minutos e resfriada até 30°C. Logo ap0s o resfriamento, a enzima transglutaminase (TG) foi adicionada nas proporgdes de 8,
14, 18, 22 e 26 U/g. Todas as solucBes de WPD+TG foram colocadas para reagir nos tempos de 8, 16 e 24 horas, para
avaliacdo das suas propriedades reoldgicas.

Para avaliacdo das propriedades reol6gicas foram mensurados os valores de viscosidade e torque das amostras de
WPD+TG utilizando um viscosimetro Brookfield (modelo DV-1I + PRO, Brookfield Engineering Laboratories Inc., MA,
EUA) em temperatura ambiente (25 + 1 ° C) usando velocidades de rotacéo (50, 60, 70, 80, 90, 100, 120, 135, 140, 150, 160,
180 e 200 rpm) de acordo com a metodologia proposta por (Lima et al., 2018). Todos os dados foram coletados ap6s 30 s em
cada velocidade de rotacdo, nos intervalos de tempo propostos (8, 16 e 24 horas). Os dados de torque, viscosidade e velocidade
de rotacéo foram convertidos em taxas de deformagdo e tensdo de cisalhamento usando o método proposto por (Mitschka,
1982).

O modelo reoldgico (Eq. 1) de Ostwald-de-Waelle (Lei de poténcia) foi ajustado aos valores experimentais de tensédo
de cisalhamento e da taxa de deformagdo, no qual, foi aplicado a andlise de regressdo ndo linear, pelo método Quasi-Newton, a

partir do software Statistica 12.0 (Statsoft, 2012), para a realizacéo do ajuste do modelo matematico aos dados experimentais.
T=KY" Q)

Em que: t é a tensdo de cisalhamento (kPa); K e np é o indice de comportamento do fluido (adimensional) e Y ¢é a taxa
de deformagéo (1/s).
O critério de avaliacdo utilizado para melhor ajuste do modelo aos dados experimentais foi o coeficiente de

determinacéo (R?), calculado pela (Equagéo 2):
R?= ¥(Xobs — Xpre)? )

Em que: Xobs é o valor experimental; Xpre é o valor previsto pelo modelo.

3. Resultados e Discussao

A Figura 1 apresenta a viscosidade dependente da taxa de deformagdo do whey protein desnaturado (WPD) com a
adicdo de 8 U/g (Fig. A), 14 U/g (Fig. B), 18 U/g (Fig. C), 22 U/g (Fig. D) e 26 U/g de enzima transglutaminase microbiana
(TG) (Fig. E), avaliando o comportamento do WPD + TG ap6s 8, 16 e 24 horas de reacdo. A anélise da Figura 1A revela que
os valores de viscosidade do WPD+TG nas primeiras 8 horas de reagdo aumentam progressivamente com a taxa de
deformacéo, este fato indicia que as alterages nas estruturas das proteinas do leite ocasionadas pela desnaturacdo, levam a
uma maior agregacéo e ligacéo intermolecular, resultando no aumento da viscosidade da solucdo. Jiang et al., (2019) afirmam
que a desnaturacao térmica do soro de leite é caracterizada pela alteracdo de estruturas secundarias e terciarias, expondo 0s

residuos hidrofdbicos ao solvente, ocasionando uma exposicao e ativacéo de grupos sulfidrila livres.
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Figura 1: Comportamento reoldgico das solucGes tratadas com TG para reticulagdo com WPD adaptado a lei de Ostwald-

Waelle nos tempos de reacdo de 8, 16 e 24 horas.
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Fonte: Autores.

Entretanto apds 16 horas de reacdo houve uma reducdo da viscosidade com o aumento da taxa de deformagdo nas
demais amostras, caracterizando um comportamento pseudoplastico. Este comportamento geralmente é encontrado em
solucdes compostas por polimeros de alto peso molecular (Silva et al., 2020). Desta forma, sugere-se que com a adi¢ao da TG
tenham sido formadas estruturas de alto peso molecular. Liang et al., (2020) afirma que 0 aumento da taxa de deformagéo pode
levar a uma destruicdo parcial da rede de proteinas agregadas, reduzindo a resisténcia ao fluxo, diminuindo a viscosidade

aparente.
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As curvas de fluxo das solugBes de WPD e TG sdo apresentadas na Figura 2, a equagdo de Oswald-Waelle (lei de
poténcia) foi usada para ajustar os dados. As amostras apresentaram o comportamento caracteristico de solucdes ndo-

newtonianas pseudoplasticas com aumentos progressivos na tensdo de cisalhamento com a taxa de deformacéo.

Figura 2: Comportamento de fluxo das solucfes tratadas com transglutaminase microbiana nas proporc¢des de 8 U/g (Fig. A),
14 U/g (Fig. B), 18 U/g (Fig. C), 22 U/g (Fig. D) e 26 U/ g (Fig. E) e whey protein desnaturado ajustadas a lei de Ostwald-

Waelle nos tempos de reacdo de 8, 16 e 24 horas.
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Uma tendéncia é notada nas primeiras 8 horas de reacdo, quando a TG é adicionada ao WPD nas Figuras 22, 2B e 2C,
ocorrendo uma diminuicdo da forca de cisalhamento a medida que o TG é acrescentado, este fato provavelmente se deve ao
tempo curto de reacdo, j& que em tempos maiores ocorre uma estabilizacdo da rede promovendo maiores forgas de
cisalhamento. Entretanto, as adi¢Bes de 22 e 26 U/g de TG ilustradas nas Figuras 2D e 2E, promoveram maiores tensdes e
taxas de cisalnamento. E provavel que a desnaturagdo proteica, provocou um desdobramento da proteina, promovendo uma
maior exposicdo dos grupos amina, auxiliando na reticulacdo da TG com o WPD exigindo, portanto, maiores forcas de
cisalhamento nas solucdes (Djoullah et al., 2018; Jiang et al., 2019). Este fato corrobora com os estudos de Wang et al., (2020),
no qual o aumento da concentracdo de TG e do tempo de reacdo, proporcionam géis mais fortes, sendo submetidos a maiores
forcas de cisalhamento.

A Tabela 1 apresenta os valores do indice de consisténcia (K) e o indice de comportamento (rp), obtidos a partir dos
ajustes das curvas de fluxo (Fig.2). Os resultados mostram que o modelo da lei de poténcia descreve com precisdo o

comportamento de fluxo dos tratamentos de WPD+TG, nos diferentes tempos de reacéo.

Tabela 1: Pardmetros dos dados ajustados pela lei de poténcia para os tratamentos de WPD+TG, com tempos de reacéo de 8,
16 e 24 horas.

TG Tempo de reagéo Parametros R?
np K
8 horas 0,708 0,216 0,999
8 U/ g de WP 16 horas 0,744 0,168 0,999
24 horas 0,814 0,117 0,999
8 horas 0,657 0,225 0,999
14 U/ g de WP 16 horas 0,531 0,348 0,999
24 horas 0,733 0,149 0,999
8 horas 0,362 0,682 0,999
18 U/ g de WP 16 horas 0,479 0,491 0,998
24 horas 0,591 0,303 0,999
8 horas 0,409 0,767 0,997
22 U/ g de WP 16 horas 0,358 0,917 0,977
24 horas 0,542 0,482 0,997
8 horas 0,391 1,02 0,999
26 U/ g de Wp 16 horas 0,411 0,957 0,998
24 horas 0,543 0,491 0,999

Fonte: Autores.

A adigdo de TG proporcionou um aumento no indice de consisténcia do WPD reticulado por TG em todos 0s tempos
de reacdo. Além disso, com o tempo de reacdo variando entre 8, 16 e 24 horas, o indice de consisténcia do reticulado WPD +
TG diminuiu, enquanto o indice de comportamento de fluxo aumentou. Sugere-se que a reacdo catalisada pela TG ocasiona a
formagdo de polimeros de alto peso molecular devido as ligagfes intra e intermoleculares entre as moléculas de proteina.
Ahmadi et al., (2017) reportaram que as pontes de reticulagdo podem levar a valores de k mais altos, sendo resultado da
reticulagdo com TG. Além disso, os autores ressaltam que a adicdo da enzima em concentragfes acima de 50 U/g ndo

aumentara o valor de k, permanecendo constante.
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De acordo com Gauche et al., (2008) o indice de comportamento de fluxo (rnp) reflete a proximidade do fluido a um
comportamento newtoniano. Quando np = 1, o fluido é considerado newtoniano; na aproximacéo de np = 0, o fluido é
considerado pseudoplastico. A diminuicdo do indice de comportamento do fluxo ocorre quando a TG é adicionada,
provavelmente o desdobramento da proteina provocado pela desnaturacdo, diminuiu 0 numero de espagos vazios no
aglomerado formado através da reticulacdo com a mTgase, dificultando a capacidade de cisalhamento e comprometendo o
fluxo das solucdes devido aos emaranhados.

Entretanto, é possivel observar que o np aumenta progressivamente com o tempo de reacéo, a explicacéo deste fato
pode estar associada a um possivel aumento de solubilidade da solugdo WPD + TG, levando a uma solucdo newtoniana,
aproximando os valores de np a 1. Lima et al., 2018 reportaram que o aumento do movimento da corrente resulta em

resisténcia semelhante ao fluxo em taxas de cisalhamento baixas ou altas.

4. Concluséo

A adic¢do da enzima transglutaminase (TG) pode alterar as propriedades de viscosidade quando adicionada ao soro de
leite desnaturado (WPD) promovendo a reticulagéo e formagdo de géis com maior resisténcia as forcas cisalhantes, entretanto,
a eficiéncia da polimerizacdo depende do tempo em que a solugdo do WPD+TG esta reagindo. O modelo reolégico de
Ostwald-de-Waele apresentou bons ajustes aos dados experimentais com valores de R? acima de 0,99. Com valores de np < 1,
as solucbes de WPD+TG apresentaram comportamento de fluido pseudopléstico, no qual ocorreram aumentos progressivos

nas taxas de deformagcé&o e tensdes de cisalhamento.
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