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1INTRODUCAO

Muitos agentes de polimerizacdo estao disponiveis, mas a utilizacdo de enzimas para a modificacéo
das propriedades funcionais de alimentos via ligacGes cruzadas de proteinas pode ser mais adequada do
gue o processo quimico. Isto porque sao requeridas somente em quantidades cataliticas, ha menor
probabilidade de producéo de compostos téxicos, sendo percebidas pelos consumidores como mais naturais
gue os produtos quimicos (SINGH, 1991; FAERGEMAND, OTTE e QVIST, 1998).

A transglutaminase (EC 2.3.2.13), enzima capaz de formar liga¢des inter e intramoleculares
em muitas proteinas, catalisa a reacéo de transferéncia entre os grupos y-carboxiamida dos peptidios
ligados aos residuos de glutamina e varias aminas primarias (ANDO et al., 1989). A polimerizacao de
proteinas catalisadas pela transglutaminase resulta na estabilidade térmica de sistemas e na
modificac@o de propriedades funcionais como, solubilidade, capacidade de hidratacdo, propriedades
reoldgicas e emulsificantes (KURAISHI, YAMAZAKI e SUSA, 2001).

O efeito da transglutaminase nas proteinas do leite, bastante pesquisado (DICKINSON e
YAMAMOTO, 1996; FAERGEMAND, OTTE e QVIST, 1997; RODRIGUEZ-NOGALES, 2006; SHARMA,
LORENZEN e QVIST, 2001), resulta na modificagao da estrutura das proteinas e de suas propriedades
fisicas e funcionais.

Esta revisdo teve como objetivo destacar as principais caracteristicas da transglutaminase
microbiana independente de calcio (Streptoverticilium mobaraense), seu efeito nas propriedades
funcionais de caseinas (o-lactoalbumina e B-lactoglobulina), além de sua aplicacdo em produtos lacteos.

2 CARACTERISTICAS DA ENZIMA TRANSGLUTAMINASE

Atransglutaminase (EC 2.3.2.13), enzima presente naturalmente na maioria dos tecidos animais
e fluidos corporais, exerce importante papel na formac¢éo da coagulagéo sanguinea. Identificada por
Heinrich Waelsch ha mais de 40 anos, a enzima serve para incorporar aminas em proteinas no figado
(LORAND, 2002). Aenzima catalisa reacéo de transferéncia de grupos acila entre grupos y-carboxiamida
dos peptidios ligados aos residuos de glutamina (doador de acila) e os grupos aminos primarios de
compostos amino (receptor de acila), incluindo os peptidios ligados aos grupos e-amino dos residuos
de lisina (FOLK e FINLAYSON, 1977; MOTOKI e SEGURO, 1998). Quando 0s grupos g-amino dos
residuos de lisina nas proteinas atuam como receptores de grupos acila, ligacdes e-(y-glutamina)lisina
sdo formadas intra e intermolecularmente. Se ndo existe amina primaria no sistema de reacéo, a agua
se torna o receptor de grupos acila e os grupos y-carboxiamida dos residuos de glutamina séo
desaminados, tornando-se residuos de acido glutamico (ANDO et al., 1989).

A transglutaminase pode modificar as proteinas por meio de incorporacéo de aminas, ligagdes
cruzadas e desaminacéo (Figura 1) (MOTOKI e SEGURO, 1998). Essas reacfes causam alteracfes
nas propriedades funcionais de proteinas vegetais e animais, possibilitando a formacao de produtos
com melhores propriedades reolégicas e sensoriais (NIELSEN, PETERSEN e MOLER, 1995).

A incorporacao de ligagdes intra ou intermoleculares em alimentos protéicos parece viavel
para o melhoramento das propriedades fisicas e de textura de muitos produtos. Existem procedimentos
guimicos e enzimaticos para introduzir ligag@es cruzadas covalentes em proteinas. Devido a origem
natural da enzima e sua alta especificidade pelo substrato, o procedimento enzimatico tornou-se mais
aceito por autoridades regulatérias e pelo consumidor (NONAKA et al., 1989).

O aspecto da seguranca na ingesté@o da molécula e-(y-glutamina)lisina formada pela reagéo
catalisada pela transglutaminase esta relacionado com a ingestdo dessa molécula em alimentos
cozidos, ja que a transglutaminase esta presente na maioria dos tecidos e érgaos de vegetais e
animais. Durante o cozimento ou processamento dos alimentos, o aumento da temperatura é
freqentemente lento e as transglutaminases endégenas podem exercer sua atividade enzimatica por
algum tempo (MOTOKI e SEGURO, 1998).
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FIGURA 1 - REAGCOES CATALISADAS PELA TRANSGLUTAMINASE

Polimerizaciio ,
transglutaminase

R-GIn(CH, ),-CO-NH; + NH,-(CH,),-Lis-R - R-GIn(CH,),-CO-NH-(CH,),-LisR + NH,

residuo glutamina regiduo lisina £-( Y-glutaml)isina
Incorporaciio de aminas

transglutaminase

R-GIn-(CH,),-CO-NH, + NH;-R — R-Gln-(CH,),-CO-NH-R + NH,

residuo glutamina amina
Desaminacio

transglutaminase

R-Gln-(CH,),-CO-NH, H;0 — R-Gln-(CH,),-CO-OH + NH,

residuo glufamina

Fonte: SHARMA, LORENZEN e QVIST, 2001 (adaptado).

A transglutaminase é considerada como Generally Recognized As Safe (GRAS) por cientistas
da area (KURAISHI, YAMAZAKI e SUSA, 2001). A legislacédo brasileira permite a utilizacao da
transglutaminase de origem microbiana (Streptoverticilium mobaraense) na industria de alimentos em
concentracgao suficiente para o efeito desejado, sem especificar o limite maximo permitido (BRASIL,
2003).

Janadécada de 50, a transglutaminase dependente de calcio mostrava-se capaz de modificar
as propriedades da gelatina e outras proteinas pela reagéo de transferéncia de grupos acila in vitro
(CLARKE et al., 1959). Sua utilidade, no entanto, € limitada pelo alto custo de producéo, dependéncia
do calcio para a atividade (WILCOX e SWAISGOOD, 2002) e pela dificuldade de obtengao (LASTOWKA,
MAFFIA e BROWN, 2005). Assim muitas pesquisas sao realizadas com o objetivo de encontrar novas
fontes viaveis para extracdo da transglutaminase. Estudos mostram a extracdo e purificacdo da
transglutaminase a partir de fontes vegetais (KANG e CHO, 1996), de peixes (NOZAWA, MAMEGOSHI
e SEKI, 1997; WORRATAO e YOGSAWATDIGUL, 2005) e por recombinacao genética (TAGUCHI et
al., 2002; DATE et al., 2003). Com a recente disponibilidade da enzima a partir de fonte microbiana,
sua aplicacao pela industria de alimentos tornou-se muito pesquisada.

A transglutaminase microbiana de Streptoverticilium mobaraense sp, independente do calcio,
linhagem S-8112 consiste de 331 aminoacidos numa Unica cadeia polipeptidica e contém residuo de
cisteina com um grupo tiol livre, que é essencial para a atividade enzimatica (KANAJI et al., 1993).
Essa enzima apresenta massa molar em torno de 40.000 Daltons, valor préximo da metade da
transglutaminase derivada de figado de porco (ANDO et al., 1989). KANAJI et al. (1993) confirmaram a
massa molar da transglutaminase microbiana por espectrometria de massa com ionizag&o (ESI),
observando valor igual a 37.869,2 + 8,8 Daltons, préximo ao valor aparente determinado previamente
por eletroforese em gel de poliacrilamida por ANDO et al. (1989).

O ponto isoelétrico da transglutaminase microbiana (pl), em torno de 8,9, difere do pl da
transglutaminase derivada de figado de porco (4,5) (ANDO et al., 1989). O pH 6timo da transglutaminase
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microbiana gira em torno de 5,0-8,0. Entretanto, a transglutaminase microbiana ainda expressa alguma
atividade enzimatica em pH 4,0 ou 9,0, sendo considerada estavel em ampla faixa de pH (MOTOKI e
SEGURO, 1998). Atemperatura 6tima de atividade enzimatica utilizando como substrato hidroxilamina
e CBZ-glutamilglicina foi de 50°C por 10 minutos (ANDO et al., 1989).

A estabilidade térmica da transglutaminase microbiana foi avaliada por KUTEMEYER et al.
(2005) mediante adicéo de diferentes sais em vérias concentracdes. A adi¢édo de ions monovalentes
(NaCl, KCI) aumentou a atividade enzimatica e a estabilidade térmica da transglutaminase, enquanto
ions bivalentes evidenciaram pouca influéncia (MgCl,) ou reduziram a atividade enzimatica e a estabilidade
térmica (CaCl,).

A estabilidade térmica de proteinas miofibrilares aumenta com a adigéo da transglutaminase
(AKTAS e KILIC, 2005), assim como a capacidade e a for¢a do gel de surimi sdo melhoradas pelo
tratamento enzimatico (DONDERO et al., 2006). Atransglutaminase adicionada em farinha de trigo
permite a formacao de pdes com maior volume e consisténcia, além de menor acidez (COLLAR,
BOLLAIN e ANGIOLONI, 2005). O tratamento enzimatico do leite afeta sua estabilidade térmica
(O'SULLIVAN, KELLY e FOX, 2002) e o iogurte produzido com o leite pré-tratado com transglutaminase
apresenta menor sinérese e maior forca do gel (LORENZEN et al., 2002). Muitas aplicacfes sao
propostas para a transglutaminase como ingrediente no processamento de alimentos por ser considerada
como meio seguro de modificacé@o de proteinas e por conferir caracteristicas Unicas aos alimentos.

3 MODIFICAGAO DAS PROTEINAS DO LEITE POR TRANSGLUTAMINASE - ALTERAGCAO
DAS PROPRIEDADES FUNCIONAIS

IndUstrias alimenticias de todo o mundo estdo em busca do desenvolvimento de ingredientes
ou produtos lacteos com novas caracteristicas fisicas e funcionais. Um dos objetivos é a alteracao
das propriedades dos produtos lacteos pela modificacdo das proteinas do leite utilizando a
transglutaminase (RODRIGUEZ-NOGALES, 2006; SHARMA, LORENZEN e QVIST, 2001). Dentre as
proteinas do leite destacam-se as caseinas (COZZOLINO et al., 2003; O'CONNELL e KRUIF, 2003),
consideradas bons substratos para a transglutaminase. A incubacéo de solugdes de B- e k- caseinas
com transglutaminase leva a formacao de ligacdes intramoleculares nas micelas de caseina, sendo o
efeito das ligacdes cruzadas mais pronunciado na k-caseina (KRUIF et al., 2002). A maior reatividade
das k-caseinas deve-se a sua localizagdo na superficie da micela, além disso os macropeptidios das
k-caseinas sdo muito acessiveis ao ataque da transglutaminase (RODRIGUEZ-NOGALES, 2005).

SHARMA, LORENZEN e QVIST (2001) estudaram o efeito da transglutaminase apés reagao
enzimatica com as proteinas de leite em p6 desnatado reconstituido. Constataram em perfil de eletroforese
SDS-PAGE que o tempo de reagao de 30 minutos diminuiu a intensidade das bandas de caseina, no
entanto, apos o aquecimento do leite verificaram consideravel diminui¢éo na intensidade de caseina (mais
gue 50%) durante os primeiros 30 minutos de reacdo. Tempo adicional de rea¢éo causou maior diminuicdo
naintensidade das bandas de caseina. Tanto a -caseina como a k-caseina mostraram-se mais susceptiveis
a reacdo enzimatica do que a o, -caseina no meio natural da micela de caseina, sendo que a k-caseina
evidenciou maior reatividade sem o tratamento térmico. O mesmo comportamento foi encontrado no
tratamento do leite de cabra e de ovelha com transglutaminase (RODRIGUEZ-NOGALES, 2005; RODRIGUEZ-
NOGALES, 2006). A polimerizacéo das formas monoméricas das proteinas aumenta apos o tratamento
térmico do leite a 85°C por 15 minutos, sendo menos intensa para a o, -caseina. O pré-aquecimento do
leite causa a desnaturacéo das proteinas do soro e sua interagdo com as micelas de caseina, aumentando
a susceptibilidade das proteinas a reacao com a transglutaminase (SHARMA, LORENZEN e QVIST,
2001). Em geral, 0 aumento progressivo da temperatura desorganiza o sistema proteina-agua quebrando
as ligacbes de hidrogénio que estabilizam a estrutura protéica. Isso causa o desdobramento e provoca a
interacdo proteina-proteina, aproximando as proteinas do sitio ativo da transglutaminase e levando a
subsequente formacéo dos polimeros (NIEUWENHUIZEN et al., 2003).
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A forte reatividade da k-caseina ja foi esclarecida pela sua posicao externa na micela de
caseina. A estrutura da micela permite o acesso da transglutaminase a 3-caseina, mais acessivel que
a o -caseina (SHARMA, LORENZEN e QVIST, 2001). Enquanto a B-caseina apresenta estrutura aberta,
desordenada e flexivel, a o, -caseina forma estrutura fechada, dificultando a agéo da transglutaminase
(RODRIGUEZ-NOGALES, 2005).

Os residuos de glutamina localizados na regido N-terminal (hidrofilica) da -caseina séo
preferencialmente modificados pela transglutaminase, sendo a especificidade a regido N-terminal dos
residuos de glutamina da B-caseina consequéncia da exposicdo ao solvente ou da carga dos
aminodcidos adjacentes a glutamina. Quando incubada a 35°C por 100 minutos, a regido N-terminal
hidrofilica da pB-caseina torna-se disponivel no solvente aquoso, ocorrendo polimerizacdo pela
transglutaminase (O'CONNEL e KRUIF, 2003). As alteracdes associadas a transglutaminase nas
propriedades fisico-quimicas da B-caseina podem representar aumento na hidrofobicidade da molécula
e estabilidade do calcio das micelas de -caseina tratadas com transglutaminase.

A formacéo de gel induzido pela transglutaminase € possivel pela polimeriza¢éo enziméatica de
micelas de caseina (SCHORSCH, CARRIE e NORTON, 2000a). O gel de proteinas do leite forma-se
tradicionalmente pelo tratamento de caseina com &cido ou enzima proteolitica (renina), ou por
desnaturacao térmica das proteinas do soro. Outra alternativa seria a polimerizacao enzimatica das
moléculas de proteina, produzindo uma rede de ligacdes covalentes. Devido as diferentes ligacdes
cruzadas formadas, espera-se que a rede protéica apresente propriedades reoldgicas completamente
diferentes do gel de proteinas de leite convencional (DICKINSON e YAMAMOTO, 1996).

As caseinas nativas, altamente hidratadas e de grande volume, sdo encontradas no leite (pH
6,8) como micelas coloidais em associagdo com fosfato de calcio. Quando a transglutaminase é
adicionada ao leite ndo ocorre a formacéo de gel, sugerindo que tal incapacidade seja devida a repulsao
eletrostatica e/ou estérica entre as moléculas de k-caseina na superficie. Espera-se o efeito da
transglutaminase quando a estabilizacao eletrostatica e/ou estérica das proteinas é removida como,
por exemplo, pela acidificacéo do leite (SCHORSCH, CARRIE e NORTON, 2000Db).

Emulsdes elaboradas pela polimerizacéo de solu¢des de caseinato com transglutaminase em
concentragBes protéicas superiores a 0,2% sao finas e pouco estaveis a coalescéncia e floculagao
durante a estocagem (FAERGEMAND, OTTE e QVIST, 1998). Moléculas protéicas polimerizadas nao
sdo absorvidas na interface 6leo-agua, diminuindo a estabilidade da emulséo pela menor superficie de
contato. O tratamento com transglutaminase em solu¢des com alta concentragdo protéica aumenta o
tamanho médio das gotas, o qual pode ser atribuido a floculagéo causada pela polimerizagao covalente
envolvendo moléculas de proteinas (FAERGEMAND et al., 1999).

A estabilidade térmica de solucdes de caseinato de sédio modificadas pela transglutaminase
leva a agregacéao das proteinas em temperaturas superiores em relagéo as solugdes controle. Aturbidez
da solugédo de caseina permanece inalterada até a temperatura de 56°C, aumentando até o maximo
em 85°C. Nas solucdes tratadas enzimaticamente, a turbidez permanece inalterada até a temperatura
de 80°C. Tratamentos mais longos (18 horas) aumentam a estabilidade até 95°C (MUGURAMA et al.,
2003).

A viscosidade tempo-dependente de filmes de o, -caseina, B-caseina e caseinato de sodio
polimerizados por transglutaminase imediatamente apos a formacao dos filmes aumenta a viscosidade
na interface em até 100 vezes. O aumento da viscosidade da superficie da B-caseina é proporcional ao
daviscosidade do filme de caseinato de sodio, enquanto a viscosidade do filme de o, -caseina eleva-se
lentamente. A taxa similar de aumento da viscosidade para a -caseina em relacao ao caseinato de
sadio pode ser devido ao fato da -caseina absorver mais rapido na interface 6leo-agua, além disso a
B-caseina € melhor substrato para a transglutaminase do que a o, -caseina (FAERGEMAND et al.,
1999).

As proteinas do soro de leite, B-lactoglobulina e a-lactoalbumina, tendem a formar reagées
cruzadas menos efetivas com a transglutaminase por apresentarem estrutura globular. Estudos mostram
gue a adi¢do de agentes redutores ao sistema facilita a reacéo das proteinas com a transglutaminase
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por manter o sitio ativo sulfidril no estado reduzido, aumentando o acesso da enzima aos grupos NH,
(WILCOX e SWAISGOOD, 2002; KURAISHI, YAMAZAKI e SUSA, 2001). Estudo sobre a polimerizagao
de proteinas do soro por transglutaminase dependente de célcio, realizado em 1990, mostrou a
polimerizacao protéica das proteinas globulares do soro. A polimerizacao das proteinas de soro em pé
por transglutamianse, na concentracao protéica de 12%, s6 foi possivel apds o tratamento das solucfes
com DTT (agente redutor), sendo méxima em pH 7,5 (ABOUMAHMOUD e SAVELLO, 1990).

ApOs a incubacao de proteinas isoladas de soro com transglutaminase por 60 minutos ocorre
reacdo cruzada da o-lactoalbumina com a enzima, a qual € mais fraca com a B-lactoglobulina
(FAERGEMAND, OTTE e QVIST, 1997). Esses dados sugerem que a o-lactoalbumina apresenta
residuos de glutamina e lisina disponiveis para a reagao cruzada com a transglutaminase, enquanto
esses residuos estdo menos disponiveis a rea¢do na B-lactoglobulina. Apés a adicdo de DTT, reduzindo
as pontes dissulfeto que estabilizam a a-lactoalbumina (4 S-S) e a B-lactoglobulina (2 S-S), a reatividade
da transglutaminase aumenta com as duas proteinas. A a-lactoalbumina reage imediatamente, mas a
reacdo com a -lactoglobulina depende da dose de proteina utilizada e da concentracao protéica da
solugcdo (FAERGEMAND, OTTE e QVIST, 1997).

A utilizacdo de concentrado industrial de a-lactoalbumina, transglutaminase, DTT (agente
redutor) e SDS para a reacao enzimatica levam a consideraveis liga¢des cruzadas observadas em gel
de poliacrilamida (SDS-PAGE) entre as proteinas. Essas ocorrem com ou sem adicdo de agente
redutor a solugéo protéica (SHARMA, ZAKORA e QVIST, 2002a). A reacao da a-lactoalbumina com
transglutaminase na presenca de célcio e DTT leva a formacao de polimeros com massa molar de
600.000 Daltons em 15 minutos a partir de seus mondmeros que apresentam massa molar de 14.200
Daltons (MATSUMURA, LEE e MORI, 2000). Os grandes agregados formados devido a polimerizacao
da o-lactoalbumina pela transglutaminase séo capazes de formar filme coeso em curto espago de
tempo (~1 hora). Agregados maiores absorvidos na interface 6leo-agua, razoavelmente rigidos e dificeis
a propagacdo, sao tdo incapazes de aumentar a forca do filme interfacial quanto a proteina nao
polimerizada enzimaticamente (SHARMA, ZAKORA e QVIST, 2002b).

A presenca de ligacdes e-(y-glutamina) lisina catalisadas pela transglutaminase em solu¢des
de isolado protéico de soro de leite, submetidas a desnaturagao por DTT, impede a formacao de
associacdes hidrofdbicas entre as proteinas e diminui a viscosidade das solucdes (EISSA e KHAN,
2006). O DTT quebra as ligacdes dissulfeto, impossibilitando a formacao de associagdes hidrofobicas
significativas. A transglutaminase produz ligac6es cruzadas que reduzem a exposicao das moléculas
hidrofébicas mediante impedimento estérico e a forma¢&o de moléculas compactas, o que afeta as
interacg0es fisicas entre as proteinas e diminui a viscosidade da solucéo.

A susceptibilidade das proteinas de leite deshatado a reacdo cruzada com transglutaminase,
avaliada por eletroforese capilar ap6s seu aquecimento a 85°C por 15 minutos, demonstra a polimerizacao
enzimética das proteinas do soro pela diminuicdo da area do pico obtido pela eletroforese. A -
lactoalbumina reage tanto no leite aquecido como no leite que n&do sofreu o processo de pré-aquecimento.
A B-lactoglobulina reage com a transglutaminase somente quando o leite € submetido ao tratamento
térmico (SHARMA, LORENZEN e QVIST, 2001).

O tratamento do leite de ovelha com transglutaminase mostra que a reatividade das proteinas
do soro aumenta com o aquecimento do leite a 85°C por 15 minutos. Consideravel redu¢éo nas
concentragfes de a-lactoalbumina e B-lactoglobulina foi observada em eletroforese capilar, sendo
mais notavel para a -lactoglobulina (RODRIGUEZ-NOGALES, 2005). Quanto a reatividade das proteinas
do soro de leite de cabra, a eletroforese capilar mostrou reducéo significativa do pico de o-lactoalbumina
apos a reacao enzimatica sem tratamento térmico (RODRIGUEZ-NOGALES, 2006).

O efeito do pH no tratamento enzimatico de proteinas isoladas do soro de leite foi avaliado pela
incubacao das amostras a 50°C por 5 horas, com 100 U de transglutaminase/g de proteina em pH 6,
7 e 8. ASDS-PAGE mostrou banda de B-lactoglobulina inalterada ap6s o tratamento enzimético em
valores de pH 6 e 7, que se torna muito fraca em pH 8. No entanto, a a-lactoalbumina reage com a
transglutaminase em todos os valores de pH indicando que pode ser rapidamente polimerizada pela
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transglutaminase em diferentes valores de pH. Ja a B-lactoglobulina requer condi¢des do meio fracamente
alcalinas (EISSA, BISRAM e KHAN, 2004).

As modificagBes nos residuos de glutamina e lisina da o-lactoalbumina apds a reagéo enzimatica
com transglutaminase microbiana ocorre em no maximo cinco lisinas e cinco glutaminas, dependendo
da temperatura, pH, presenca e auséncia de calcio. Cinco glutaminas (39, 43, 54, 65 e 117) e cinco
lisinas (5, 13, 16, 108 e 114) estdo disponiveis para modificacdo por transglutaminase na apo-o-
lactoalbumina, enquanto que nenhuma glutamina e quatro lisinas (13, 16, 108, 114) estao disponiveis
na holo-o-lactoalbumina (NIEUWENHUIZEN et al., 2003). A polimerizacdo das proteinas pela
transglutaminase € afetada pela disponibilidade dos residuos de glutamina e lisina na superficie da
proteina, como também pode ser potencialmente influenciada pela compatibilidade termodinamica da
mistura de substratos protéicos pelo centro ativo da enzima (HAN e DAMODARAN, 1996).

Quando a mistura de B-caseina e B-lactoglobulina é incubada com transglutaminase a 2 U/g
de proteina, a concentracéo de B-caseina monomérica diminui e varias bandas de polimeros com alto
peso molecular aparecem em SDS-PAGE. Aintensidade dos monémeros de B-lactoglobulina permanece
a mesma nas amostras tratadas, indicando que a B-lactoglobulina ndo faz parte da reacdo de
polimerizac&o induzida pela transglutaminase. No entanto, a -lactoglobulina tratada enzimaticamente
com transglutaminase isoladamente apresenta diminui¢do significativa nas bandas de seus monémeros
(HAN e DAMODARAN, 1996). Esses resultados indicam que num sistema protéico simples a j-
lactoglobulina atua como substrato para a transglutaminase, enquanto que na presenga de -caseina
ndo é utilizada pela enzima. B-Caseina e B-lactoglobulina ndo se aproximam simultaneamente do
centro ativo da enzima, fenbmeno que deve estar relacionado em parte com a incompatibilidade
termodinamica da mistura dessas duas proteinas pelo centro ativo da transglutaminase.

O aumento na forca ibnica da solucéo diminui a efetividade da reacdo de polimerizagcéo das
cadeias de proteinas do soro. Altas concentracdes de sal favorecem o aparecimento de bandas mais
escuras de o-lactoalbumina e B-lactoglobulina, indicando maior concentragdo de fragdes protéicas
nédo-polimerizadas pela transglutaminase (EISSA, BISRAM e KHAN, 2004). Em for¢as ibnicas altas
ocorrem interagdes eletrostaticas entre as cadeias de proteinas, cujas interagdes sao selecionadas e
as cadeias entram em “colapso”. Esse colapso previne a alteracdo da estrutura protéica da o-
lactoalbumina e B-lactoglobulina, mascarando os grupos cataliticos (glutamina e lisina) requeridos
para a acdo da enzima.

O efeito da polimerizagéo da o-lactoalbumina pela transglutaminase, avaliada antes e apés o
processo de emulsificacdo da solugéo protéica, confere baixa estabilidade a emuls&o controle (sem
transglutaminase). Isso ocorre, provavelmente devido a estrutura secundaria altamente ordenada da o
lactoalbumina que impede o desdobramento na interface 6leo-agua. A polimerizacédo das proteinas
antes da emulsificacéo diminui a estabilidade da emulséo pela quantidade reduzida de proteina absorvida
na superficie. A polimerizagdo das proteinas ap6s o processo de emulsificacao leva a formacéo de
emulsBes mais estaveis (SHARMA, ZAKORA e QVIST, 2002b). Emulses protéicas de -lactoglobulina,
tratadas com transglutaminase apés o processo de emulsificacdo, apresentam menor efetividade
emulsificante pelo tratamento enzimatico. Como a polimeriza¢&o da -lactoglobulina reduz a flexibilidade
molecular da proteina globular, sua efetividade em envolver a nova interface 6leo-agua para formar
camada mais estavel € menor (DICKINSON e YAMAMOTO, 1996).

A alteracao correspondente ao modulo elastico e viscoso, apés adicao de glucono-é-lactona
(GDL) as solugbes protéicas na elaboragdo de géis acidos de proteinas do soro polimerizadas por
transglutaminase, resulta em maior modulo elastico (G’) para a amostra tratada enzimaticamente em
relagdo a amostra controle (ndo-tratada). Uma vez que G’ esta relacionado ao grau de polimerizacao,
isso sugere a presenca de liga¢des cruzadas adicionais nas amostras tratadas com transglutaminase.
A presenca da polimerizacao protéica (ligagdes e-(y-glutamina)lisina) fortalece a rede estrutural e
confere aumento de 50% na for¢a de quebra do gel formado (EISSA, BISRAM e KHAN, 2004).

A estabilidade térmica do leite é sensivel a varios fatores de sua composicao (pH, sais e
proteinas do leite) e processos de tratamento (pré-aquecimento, concentracéo, homogeinizagdo) que
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podem causar coagulacdo parcial ou completa durante o processamento, ou gelificacdo durante o
armazenamento (SINGH e CREAMER, 1992 apud O’'SULLIVAN, KELLY e FOX, 2002). O tratamento
de proteinas com transglutaminase pode modificar suas propriedades de hidratacao, gelificacdo, reologia,
emulsificacéo e estabilidade térmica (ANEMA et al., 2005; PIETRASIK, 2003; FAERGEMAND, OTTE
e QVIST, 1998), mediante incorporacédo de aminas, ligacdes cruzadas e rea¢gfes de desaminacao
(MOTOKI e SEGURO, 1998).

O tratamento do leite com transglutaminase afeta sua estabilidade térmica. No leite cru a
formacao de ligagfes cruzadas entre as caseinas individuais é responsavel por prevenir a dissocia¢éo
da x-caseina das micelas em valores de pH na regido de minima estabilidade. Em leites pré-aquecidos,
antes da incubacdo com transglutaminase, a desnaturacao das proteinas do soro pode permitir a
formacéo de ligagdes cruzadas pela transglutaminase entre as proteinas desnaturadas do soro e as
caseinas individuais que (em combinagéo com as ligacdes cruzadas das caseinas) contribuem para o
melhoramento da estabilidade térmica do leite em pH > 6,5 (O'SULLIVAN, KELLY e FOX, 2002).

O tratamento enzimatico com transglutaminase para gerar géis acidos a partir de leite produz
gel com maior rigidez e tenséo de quebra e menor permeabilidade que o leite ndo-tratado, indicando
gue a introducao de ligagdes covalentes cruzadas na rede de proteinas modifica marcadamente a
estrutura do gel acido (ANEMA et al., 2005).

4 TRANSGLUTAMINASE EM PRODUTOS LACTEOS

Aincorporacao de até 2 g de proteinas do soro de leite ao coagulo do queijo pela adi¢cdo da
transglutaminase ndo implica em alteracéo de textura e deformabilidade do produto final (COZZOLINO
et al., 2003).

Sorvete tratado com transglutaminase € mais liso e mais facil de “bolear”, especialmente no
caso de sorvetes sem acgucar e baixa caloria, cuja textura em forma de gelo danifica freqlientemente a
qualidade do produto (KURAISHI, YAMAZAKI e SUSA, 2001). Quando formulac¢des de sorvete sdo
tratadas com transglutaminase antes da pasteuriza¢&o da mistura e do congelamento subsequiente, o
perfil de derretimento do sorvete € variavelmente afetado, dependendo do tempo de incubacao e da
concentracédo enzimatica (O’KENNEDY, 2003).

O efeito da inativagdo térmica (30°C/ 1 min) e da incubacdo da transglutaminase,
simultaneamente ao processo de fermentacéo (ndo-inativada) sugere que o aumento da viscosidade e
a reducgdo da sinérese dos iogurtes sdo mais efetivos quando a transglutaminase néo é inativada
(LORENZEN etal., 2002).

O nivel de oligomerizagdo das moléculas de caseina no processamento de iogurte apds a
adicao de transglutaminase é de 10,9% no produto preparado da forma tradicional (sem enzima) e de
25,8% com o tratamento enzimatico (3 U/g). A polimerizagédo intermolecular das caseinas induzidas
por transglutaminase melhora a gelificagcdo, produzindo mudancas significativas nas propriedades
funcionais das proteinas do leite (LAUBER, HENLE e KLOSTERMEYER, 2000).

O pré-tratamento do leite com transglutaminase microbiana (2 e 4 U/g) aumenta
significativamente (p<0,05) a viscosidade e diminui a sinérese de amostras de iogurte de cabra
(FARNSWORTH et al., 2006). O efeito do tratamento com a enzima é mais significante no melhoramento
da viscosidade do iogurte comparado ao método do aumento do contetdo de sélidos totais do leite. O
tratamento enzimético com transglutaminase leva & polimerizacéo das proteinas do leite, principalmente
das caseinas, resultando no aumento da forca do gel do iogurte. A viscosidade dos iogurtes tratados
com 2,5 U de transglutaminase aumentou cerca de 3,5 vezes quando comparada ao iogurte nao-
adicionado da enzima (amostra controle). Resultados similares foram encontrados em iogurtes
elaborados a partir de leite bovino, ndo havendo diferenca significativa no conteddo de nutrientes basicos
entre as amostras controle e testes.

O enriquecimento da matéria seca (sélidos totais) e/ou contetdo protéico, como também a
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adicdo de hidrocoloides (como gelatina e amido), sdo maneiras comuns de evitar problemas como a
sinérese no processamento de iogurte (LORENZEN et al., 2002). A polimerizacdo das cadeias de
proteinas do leite para a estabilizacédo da rede tridimensional do iogurte surge como nova tecnologia
na prevencgdo de problemas comuns no processamento de produtos lacteos.

5CONCLUSAO

A polimerizacdo das proteinas do leite pela transglutaminase parece constituir meio efetivo
para o melhoramento das propriedades fisicas de produtos lacteos como, queijos, sorvete e iogurte.

A reacdo enzimdtica catalisada pela transglutaminase confere aos produtos formados
caracteristicas Unicas e sua utilizacdo apresenta grande potencial para inddstria de alimentos por
tratar-se de meio considerado seguro para modificacéo protéica.

ABSTRACT

CROSSLINKING OF MILK PROTEINS BY TRANSGLUTAMINASE: FUNCTIONAL PROPERTIES
MODIFICATIONS AND USE IN DAIRY PRODUCTS

This paper presents a literature review of the main characteristics of a microbial transglutaminase isolated
from Streptoverticilium mobaraense, its effects on the functional properties of milk proteins and applications
on dairy products. It was demonstrated the principal characteristic of the enzyme and the reactions catalyzed
by it, having as outstanding characteristic its behavior in different substrates (caseins and whey proteins)
and changes on functional properties of milk proteins after enzymatic reaction. The crosslinking of milk
proteins through transglutaminase appears to constitute effective mean to the improvement of physical milk
properties of products such as cheeses, milks, ice cream and yogurt.The enzymatic reaction catalyzed by
transglutaminase attributes to the formed products unique characteristics and its use has great potential for
the food industry. That is because it is considered to be a safe mean of protein modification.

KEY-WORDS: TRANSGLUTAMINASE; CASEIN; o-LACTALBUMIN; B-LACTOGLOBULIN; FUNCTIONAL
PROPERTIES.
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