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I Artigo cientifico

Aplicacdo da enzima transglutaminase em paes de forma sem glaten

Application of transglutaminase enzyme in gluten-free sandwich breads

Resumo. Duas caracteristicas importantes dife-
renciam os pdes sem gluten daqueles elaborados
com trigo: o volume reduzido com baixo indice de
expansdo da massa antes e apds o assamento, € a
significativa fragilidade na estrutura do miolo, com
esfarelamento e aparéncia ressecada. A auséncia
estrutural da rede de gluten e a retrogradacdo do
amido podem explicar essas alteragdes. As enzi-
mas do tipo crosslinking, como a transglutami-
nase, possuem a capacidade de realizar a ligagao
cruzada entre alguns aminodcidos de diferentes
proteinas. Essa agdo forma uma rede proteica com
uma estrutura semelhante a do gluten, que pode
contribuir para aumentar a firmeza do miolo e me-
Ilhorar a retencdo de gas durante a fermentagao e
o assamento de pdes sem gluten, contribuindo pa-
ra o aumento do volume especifico. O efeito pro-
movido pela transglutaminase nos paes depende
do tipo de proteina presente na formulagdo. Para
estudar o efeito da enzima em paes elaborados
com a mistura de farinha de arroz, soja e ovo in-
tegral, foram aplicadas duas concentracdes de en-
zima: 5 Ul/g de proteina e 50 UI/g de proteina. Na
formulacdo utilizada, apdés o assamento os pdes
com adicdo de enzima apresentaram maior dureza
em relagdo ao controle sem enzima numa relagdo
diretamente proporcional a concentracdo aplicada.
No entanto, o volume especifico foi reduzido tam-
bém proporcionalmente a concentracdo de enzima
aplicada, ndo se obtendo melhoria na expansao da
massa. A umidade foi preservada e melhorada
com as enzimas. Palavras-chave: volume especi-
fico, dureza, proteinas, expansdo, rede proteica.
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Abstract. Two important characteristics differenti-
ate gluten-free breads from those made with
wheat: reduced volume with a low expansion rate
of the dough before and after baking, and signifi-
cant fragility in the crumb structure, with crum-
bling and a dry appearance. The structural ab-
sence of the gluten network and starch retrogra-
dation may explain these alterations. Crosslinking
enzymes, such as transglutaminase, have the abil-
ity to cross-link some amino acids from different
proteins. This action forms a protein network with
a structure similar to gluten, which can contribute
to increasing crumb firmness and improving gas
retention during fermentation and baking of glu-
ten-free breads, contributing to an increase in
specific volume. The effect promoted by transglu-
taminase in breads depends on the type of protein
present in the formulation. To study the effect of
the enzyme in breads made with a mixture of rice
flour, soy flour, and whole egg, two enzyme con-
centrations were applied: 5 IU/g of protein and 50
IU/g of protein. In the formulation used, after bak-
ing, the breads with added enzyme showed great-
er hardness compared to the control without en-
zyme, in a relationship directly proportional to the
concentration applied. However, the specific vol-
ume was also reduced proportionally to the en-
zyme concentration applied, with no improvement
in dough expansion. Moisture was preserved and
improved with the enzymes. Keywords: specific
volume, hardness, proteins, expansion, protein
network
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Introducao

Os paes convencionais elaborados com farinha de trigo possuem duas proteinas, glutenina e glia-
dina, sendo essa ultima uma prolamina. Essas proteinas quando umedecidas e trabalhadas mecanica-
mente se unem quimicamente formando uma rede denominada “gldten”. O gliten é responsavel pela
elasticidade e confere firmeza e resisténcia a massa contra deforma¢des mecanicas e esfarelamento.
Ele tambem auxilia na retencdo do ar na massa durante a fermentacio e assamento e influencia dire-
tamente na expansao do volume da massa e o crescimento e maciez dos paes.

O esfarelamento é consequéncia do ressecamento promovido pela retrogradacdo do amido, que
ocorre apds o assamento e resfriamento dos paes. A retrogradacdo é o fendomeno de aproximacao das
cadeias de amilose do amido com perda de umidade. Portanto paes produzidos com mais amido, que é
o0 caso da maioria das formulacdes dos paes sem gliten, apresentam maior tendéncia ao ressecamento
e esfarelamento (RIBEIRO, E. P.; SERAVALLI, 2007; DAMODARAN e PARKING, 2009).

Parte da populacdo mundial apresenta alergia as proteinas presentes no gldaten, o que pode causar
uma enfermidade no sistema imunolégico conhecida como doenga celiaca, devido a uma alteracdo na
digestibilidade dos alimentos pela mucosa intestinal. Os celiacos ndo podem consumir alimentos com
glaten, pois ndo existe outro tipo de tratamento para a doenga além da suspensdo de todos os alimen-
tos que o contenham em sua composicdo. Além desse fator, existe a sindrome do intestino irritavel, cu-
jos sintomas relatados sdo rea¢des de desconforto digestivo relacionadas ao consumo de gliten e que
estdo direta ou indiretamente ligadas a doencas crénicas, como artrites, enxaquecas, sinusites e candi-
diase (FASANO et al.,, 2013; UNIVERSITY OF CHICAGO CELIAC DISEASE CENTER, 2017). Segundo Ca-
tassi (2014), a presenca de sintomas da doenca é apenas a ponta do "iceberg", sendo que 70 a 80% dos
pacientes apresentam sintomas ambiguos ou nenhum deles.

Esses fatores aumentou o consumo de produtos sem essas proteinas e aumentou a oportunidade
de se desenvolver um mercado de novos produtos que, apesar de ndo conterem trigo, possam ser con-
sumidos como substitutos dos tradicionais e, portanto, devem apresentar caracteristicas sensoriais
similares. Misturas de farinha de arroz com farinhas e amidos de outros cereais e tubérculos, como mi-
lho, batata e mandioca, tém sido utilizadas em diversas combinac¢des para substituir produtos de pani-
ficacdo e massas alimenticias, buscando-se alcanc¢ar semelhanca sensorial com os produtos elaborados
com trigo (CAPRILES et al., 2011; CAPRILES, 2009; APLEVICZ e MOTTIN, 2007; CLERICI e EL-DASH,
2006; SANCHEZ et al., 2002). A inexisténcia das proteinas gliadina e glutenina nos cereais alternativos
resulta em uma massa sem a formagdo da rede proteica do gliten, que atua na reten¢ido de gases da
fermentacao, fator fundamental para se alcangar volume, leveza, elasticidade e textura nos tradicionais
paes de trigo (STORCK et al,, 2009; GUJRAL e ROSELL, 2004).

A adicdo de ingredientes que favorecam a reten¢do dos gases provenientes da fermentagdo, como
os hidrocoléides, que aumentam a viscosidade da massa, e a adicdo de proteinas complementares, fo-
ram testadas ao longo da ultima década, a fim de se obter produtos com caracteristicas sensoriais pro-
ximas as dos produtos feitos com trigo (JESUS et al, 2021; VIVAS, B. 2013; NITCHEU NGEMAKWE,
2014; RONDA, 2009).

As enzimas do tipo crosslinking, como a transglutaminase, também tém sido testadas em paes
sem gluten. Essas enzimas apresentam a capacidade de promover ligacdes cruzadas entre cadeias pro-
teicas por meio da catdlise de reacdes covalentes entre a lisina e a glutamina presentes nas proteinas, o
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que favorece a formacdo de uma rede proteica. Espera-se que essa acdo enzimatica promova uma me-
lhora na estrutura da massa e do miolo do pao ao agir sobre os aminoacidos das proteinas existentes
em diferentes farinhas utilizadas ou em fontes proteicas complementares (como ovos, derivados do
leite e soja), através da formacao de uma rede proteica que possa contribuir de forma semelhante ao
gliten na retengdo de gases da fermentacdo (NITCHEU NGEMAKWE et al, 2014; GUJRAL e ROSELL,
2003; LEON e BENEDITO DE BARBER, 2002; SOUZA, 2016; AMIRDIVANI, 2018).

Mohammadi et al. (2014) estudaram o efeito combinado de goma guar e de transglutaminase em
pdes sem gldten a base de farinha de arroz. A formulacdo com 3% de goma guar e 1 Ul/g de proteina
otimizou o volume especifico e a firmeza do miolo. Smerdel et al. (2012) investigaram os efeitos da
combinacao de diferentes farinhas extrusadas (arroz, batata, milho, trigo-sarraceno), fontes proteicas
(p6 de clara de ovo, isolado de soja, caseinato) com adi¢ao de transglutaminase (1 Ul e 10 Ul/g de pro-
teina) em paes sem gluaten. Eles concluiram que as propriedades mais desejaveis em dureza e mastiga-
bilidade foram alcangadas com trigo-sarraceno, clara de ovo e 10 Ul de transglutaminase. Na mesma
linha de pesquisa, Dtuzewska et al. (2014) observaram o efeito da transglutaminase no volume especi-
fico, na umidade e na dureza do miolo em massas compostas com proteina de soja e soro de leite. A
combinacao de proteina de soja e 1 Ul/g de proteina de transglutaminase apresentou o melhor resul-
tado nas caracteristicas avaliadas. Ebling et al. (2022) estudaram a acdo da transglutaminase em con-
junto com amiloglucosidase e glicose oxidase, obtendo um efeito sinérgico positivo na melhoria quali-
tativa geral do pao sem gliten a base de amido de milho, farinha de arroz e farinha de trigo-sarraceno.

E possivel verificar, nos resultados dos estudos descritos, que o efeito enzimatico esta relacionado
com o tipo de proteina existente na massa e com a intensidade e concentracdo da enzima (SMERDEL et
al, 2012; MOHAMMADI et al., 2014; DLUZEWSKA et al., 2015; EBLING et al., 2022, SANTOS, 2022).
Portanto, faz-se necessario conhecer os efeitos das interagdes enzimaticas em cada base proteica, que
esta relacionada com as farinhas e com as substancias essencialmente proteicas adicionadas nas for-
mulacdes, considerando variagdes na forca da atividade da enzima e na concentragio a ser aplicada na
formula. Esses sdo alguns dos aspectos a serem explorados, em conjunto ou isoladamente, em cada
produto. Nesse sentido, este trabalho teve como objetivo avaliar o efeito da transglutaminase no pao
de forma elaborado com uma mistura de farinha de arroz, farinha de soja, ovo inteiro e amido de man-
dioca e de milho.

Objetivos

Objetivo geral: O trabalho teve como objetivo aplicar enzima transglutaminase em paes elabo-
rados com farinhas de arroz e soja isentas de gluten, para avaliar sua influéncia na resisténcia e no
crescimento dos paes durante a fermentagao e assamento.

Objetivos especificos:

Avaliar o volume especifico dos paes

Avaliar a firmeza do pao através da determinacdo da dureza do miolo
Avaliar a perda de massa durante o assamento

Avaliar a umidade apds assamento

AN

Avaliar o efeito visual quanto a uniformidade de bolhas no miolo
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Materiais e métodos

Foram elaboradas trés formula¢des de pao de forma sem glaten, sendo uma sem aplicacdo de
enzima e duas com aplica¢do de enzima.

Formulagdo base: 480 g-kg-! farinha de arroz (Comércio de Cereais Maninho Ltda., Rio Grande do
Sul, Brasil), 200 g g-kg! fécula de mandioca prata (INCOL, Parang, Brasil), 220 g-kg-1 amido de milho
(Cargill, Sao Paulo, Brasil), 105 g-kg! de farinha de soja (Kinako); 80 g-kg! ovo desidratado (DIM Ali-
mentos, Sdo Paulo, Brasil), 140 g-kg! 6leo de soja (Cargill, Sdo Paulo, Brasil), 90g- g-kg! actcar refina-
do (Unido, Sdo Paulo, Brasil), 20 g-kg-! fermento bioldgico liofilizado instantaneo (Fleischmann, Rio de
Janeiro, Brasil), 15 g-kg-! goma xantana (Art Alimentos); 20 g-kg! cloreto de sédio (Refinaria Nacional
de Sal S.A,, Rio de Janeiro, Brasil), 20 g.Kg! de lecitina de soja em p6 (Adicel); 8,5 g-kg! antimofo pro-
pionato de sddio (Rizzato, Casa do Confeiteiro, Sdo Paulo, Brasil)].

A enzima transglutaminase (TG) de 300 UI (Guangdong Kelong Biotechnology Co.,Ltd) foi adici-
onada em duas concentragdes (Tabela 01).

Tabela 01: Concentragdo de enzimas transglutaminase (TG)
utilizadas nas formulacoes

Formulagao [TG)
Ul/g de proteina
P 0
FO1 5
F02 50

As massas foram preparadas em batedeira planetaria de 5 kg (marca BRAESI, modelo BP-06),
onde os ingredientes foram misturados na velocidade média do equipamento por 4 minutos.

Cerca de 300 g de massa foi transferida para formas de dimensdes 7 cm de largura por 16 cm
de comprimento e 5 cm de altura, ocupando metade do volume da forma.

A fermentacdo ocorreu em estufa mantida em 32°C pelo tempo necessario para que atingisse o
volume completo da forma, ndo passando da altura das bordas. O assamento foi realizado em formo a
gas estatico (Venancio) a 180°C por 35 minutos.

Apo6s resfriamento, foram embalados para serem analisados no dia seguinte.

3.1 ANALISES FISICAS
Analises realizadas nas formula¢des apds assamento:

i.  Variacido de massa no assamento (AMA): diferenca entre o peso da massa crua e apds assamen-
to expressa em porcentagem [(peso da massa crua - peso pao assado)/peso da massa
crua]*100
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ii.  Volume especifico: razdo entre o volume dos biscoitos (ml) por sua massa (g), calculado pela
razdo entre o volume aparente (determinado pelo método de deslocamento de paingo) e o pe-
so dos biscoitos ap6s o assamento (PIZZINATTO et al., 1993).

iii. Dureza do miolo: foi feita na secdo medial do miolo de cada pdo em 5 pontos com o equipa-
mento Testador de Dureza (PTR 300 - INSTRUTHERM) .

iv.  Umidade: determinacdo do teor de umidade total através de secagem em balanca de infraver-
melho, expressa em porcentagem.

3.2 ANALISE ESTATISTICA

Foram realizadas 4 medi¢des para cada formulacdo para todas as andlises. A média dos resulta-
dos foi analisada por ANOVA com 0,05 de significancia.

3.3 AVALIACAO DA APARENCIA

Foi realizada uma comparacao visual da aparéncia do miolo da fatia central, observando-se o
tamanho e a distribuicdo das bolhas promovidas durante a fermenta¢do da massa. A aparéncia da cros-
ta dos paes foi comparada também visualmente, conforme ilustrado nas figuras 2 e 3. A altura das fati-
as foi medida com uma régua sobre papel milimétrico.

Resultados e discussao

Todas as caracteristicas mensuradas nas trés formulagdes de pdes: perda de massa (AMA);
umidade (UM), volume especifico (VE), dureza do miolo e altura das fatias estdo descritas na tabela 2.

Tabela 02: Médias das analises de perda de massa AMA; umidade (UM); volume especifico (VE), dureza
do miolo e altura das fatias.

Férmulas | AMA UM VE (ml/g) | Dureza Altura das
(kgf/cm?) fatias (cm)
(%) (%)
P 9,402 24,82 2,49 0,372 7,02
FO1 8,602 29,6b 2,120 0,58p 7,22
F02 6,90b 32,5b 1,99 ¢ 0,75¢ 6,4b

* P (sem adicdo de TG), FO1 (com adicdo de 5 Ul de TG) e FO2 (com adi¢do de 50 Ul de TG). **letras
iguais indicam que ndo existe diferenca significativa entre as médias a 0,05; letras diferentes indicam
que existe diferenca significativa entre as médias a 0,05.
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Visualmente, observou-se que a aparéncia superficial dos paes da formulacdo sem enzima e da
F02 apresentou maior rachadura (figura 02 ). A formula¢do com 5 Ul aparentou melhor homogeneida-
de na crosta, com menos rachaduras. Em relacdo a altura, a formulagdo com 50 Ul de transglutaminase
apresentou uma reducdo significativa em comparacdo com as demais, mas com 5 Ul ndo houve redu-
¢do significativa em relacdo ao padrdo sem enzima (figura 01 e tabela 02). A presenca de bolhas meno-
res e mais homogéneas foi observada na FO2 com 50 Ul. Visualmente, ndo se observou diferenca na es-
trutura das bolhas entre as formula¢des sem enzima e com 5 Ul de enzima transglutaminase.

Figura 01: Aparéncia do miolo das fatias de paes obtidos a partir de diferentes formulacdes: P (sem
adicao de TG), FO1 (com adicao de 5 Ul de TG) e FO2 (com adicao de 50 Ul de TG).

Figura 02: Aparéncia superficial e lateral dos paes obtidos a partir de diferentes formulagdes: P (sem
adicao de TG), FO1 (com adi¢ao de 5 Ul de TG) e FO2 (com adi¢ao de 50 Ul de TG)

A acgdo das enzimas foi significativa no aumento da resisténcia do miolo dos paes, com a firme-
za maior na formulacdo que continha mais enzima. Da mesma forma, a maior adi¢do das enzimas re-
duziu o volume especifico proporcionalmente a quantidade aplicada (tabela 02 e figura 1). Ou seja, pa-
ra a dose de 50 Ul/g. de proteina a resisténcia foi ainda maior do que em doses de 5 Ul/g. de proteina.

De forma inversa, o volume especifico para 50 Ul/g. de proteina foi menor do que para 5 Ul/g.
de proteina O mesmo resultado foi encontrado em Smerdel et al. (2012), que observaram um menor
VE em paes com 10 Ul/g. de proteina em relacdo a 1 Ul/g. de proteina, corroborando a relacdo inver-
samente proporcional entre a concentragio de enzima e o volume especifico. A redugio do VE foi com-
pensada pela maior resisténcia ao esfarelamento do pao nas duas formulagGes. Na revisdo bibliografi-
ca, foram observados efeitos semelhantes e opostos em relagdo ao VE. Renzetti et al. (2008) aplicaram
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1 e 10 Ul/g de proteina em paes com farinha de arroz e constataram a reducio do VE, além do aumen-
to da dureza do miolo com a adicdo de 10 Ul em comparacdo a 1 Ul da enzima. Por outro lado,
Dtuzewska et al. (2015) concluiram que a adicdo de 1 Ul/g de proteina de transglutaminase em paes
com proteina isolada de soro de leite e em paes com proteina isolada de soja promoveu um aumento
no volume especifico e na firmeza, sendo essa firmeza diretamente proporcional ao aumento da enzi-
ma. Essa variacao nos resultados obtidos indica que a acdo da enzima transglutaminase depende do ti-
po de proteinas presentes na formulacio. Resultados favoraveis ao aumento no VE e a dureza de miolo
foram tambem obtidos em paes elaborados apenas com farinha de arroz de fonte proteica quando
1,5% de transglutaminase foi adicionado (6,6 Ul/g de proteina), enquanto valores menores de trans-
glutaminase (0,5% e 1%) ndo apresentaram alterac¢des significativas (STORCK et al., 2009)

A auséncia de glaten e a maior quantidade de amido na formulacdo promovem o ressecamento
e o consequente esfarelamento da massa, gerando menor resisténcia ao manuseio. Esse efeito esta re-
lacionado com a retrogradacao do amido, que é evidenciada em paes sem gliten. A retrogradagdo pro-
voca a expulsido da umidade entre as cadeias de amido (DAMODARAN E PARKIN, 2018), o que resulta
no ressecamento do pao. A adi¢do da transglutaminase nas duas concentragdes aplicadas contribuiu
significativamente para uma maior retencao de umidade da massa ap6s o assamento, em comparagio
com o padrao (tabela 02). A maior retencdo de umidade pode contribuir para reduzir os efeitos da re-
trogradacdo, ressecamento e fragilidade do miolo.

A andlise visual da estrutura do miolo demonstrou a influéncia das enzimas nas duas concen-
tracdes aplicadas. A formulagdo com 50 Ul resultou em bolhas menores e mais homogéneas, em con-
traste com as demais. Além disso, a altura dos paes foi reduzida nas formulagdes com enzima, com um
efeito diretamente proporcional a concentragao utilizada (figura 02).

Mais especificamente, a acdo da transglutaminase foi proporcional a concentracado aplicada, re-
sultando em bolhas menores, menor altura e maior dureza. Os pdes com transglutaminase também
exibiram uma expansdo mais regular da massa, levando a superficies mais uniformes e menos abaula-
das (figura 03).

Essas observagdes visuais corroboram os resultados da analise de dureza (tabela 2), confir-
mando que pdes mais firmes apresentam menor expansao da massa, o que se traduz em menor volu-
me, altura e bolhas de miolo de menor tamanho. A relacdo direta entre o aumento de dureza do miolo
e reducdo de volume do pao com maiores quantidades de enzima transglutaminase tambem foram
apontados em Santos, 2022.

0 efeito das enzimas na dureza da massa dos paes confirma a influéncia da formagio de redes
de proteina (ou crosslinking) pela transglutaminase. Uma rede mais intensa pode reduzir o volume do
pao, pois a contrapressao exercida diminui a elasticidade e a capacidade de expansido da massa.

A acdo da transglutaminase, na concentragdo de 50 Ul/g de proteina, influenciou significativa-
mente a reducdo da perda de massa dos paes apds o assamento. Contudo, esse efeito nio foi significa-
tivo com a concentragdo menor, de 5 Ul. A reducio da perda de massa também foi observada por
Ebling et al.(2022), que obtiveram uma redugdo de 6,3% com a aplicacdo da transglutaminase na con-
centracdo de 0,25 g/100 kg de farinha de trigo-sarraceno.
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A divergéncia de resultados encontrados em trabalhos cientificos onde a transglutaminase foi
aplicada indica a dependéncia entre a agdo da transglutaminase versus o tipo de ingredientes, princi-
palmente da fonte proteica utilizada na formulagao.

CONCLUSAO

A adicdo de enzimas nas concentracdes estudadas apresentou efeitos favoraveis no aumento
da resisténcia do miolo (expressa pela unidade de dureza), bem como na retencdo de umidade. Esse
efeito foi diretamente proporcional a concentra¢ido da enzima transglutaminase. Contudo, na concen-
tracdo de 50 Ul/g de proteina, a reducdo do volume foi muito evidente, desfavorecendo a aparéncia do

pao.

A dose de 5 Ul ndo promoveu diferenca significativa na textura do miolo; porém, nessa concen-
tracdo, ja houve interferéncia na reduc¢ido do volume especifico do pao.

Portanto, para a formula¢do desenvolvida neste trabalho, onde temos proteinas de farinha de
arroz, soja e ovos, a adicdo de 5 e 50 Ul/g de transglutaminase auxiliou no aumento da dureza e na re-
gularidade das bolhas do miolo, caracteristicas desejadas para paes sem gliten. Em contraponto, hou-
ve piora no efeito de expansio do volume especifico nas formulagoes utilizadas.

0 aumento da umidade, em adi¢do ao aumento da dureza, pode influenciar a reducdo do esfare-
lamento devido a minimizacdo da retrogradacdo e a melhor percep¢do sensorial de textura apos al-
guns dias de vida util. Para verificar essa possibilidade, recomenda-se a continuacdo desta pesquisa

com andlises apds 5 e 10 dias de armazenamento.
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