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RESUMO: O “queijo” vegetal se enquadra na categoria de anidlogo de queijo ndo licteo a base de
plantas, tubérculos e leguminosas. A enzima transglutaminase microbiana (MTGase; proteina-
glumanina y-glumatil transferase, EC 2.3.2.13) apresenta propriedades que alteram profundamente a
estrutura proteica alimentar sem alterar seu sabor e valor nutricional, sendo que nos queijos vegetais
a enzima oferece estabilidade e melhoria na textura. O objetivo deste trabalho foi desenvolver um
“queijo” vegetal a partir de extrato aquoso de amendoim contendo a enzima Transglutaminase
microbiana como agente estruturante e avaliar as propriedades fisico-quimicas e microbiolégicas em
comparagio ao “queijo” vegetal com extrato aquoso de amendoim sem a MTGase. Para isso os grios
de amendoim foram macerados, triturados e filtrados e o extrato aquecido e adicionado de Sulfato
de Magnésio (MgSO,) (o,25%, p/v) e MTGase (0,3%, p/v). As amostras foram armazenadas e
analisadas quanto a concentragio proteica, rendimento e a contagem dos microrganimos: Coliformes
totais e termotolerantes, meséfilos, Staphylococcus aureus, Salmonella species (sp), bolores e leveduras.
O emprego da MTGase aliada ao sulfato de magnésio viabilizou melhorias na estruturacio,
estabilidade microbiolégica e nos teores proteicos do produto. O “queijo” com extrato aquoso de
amendoim representa um produto inovador, tecnolégico e inclusivo, além de contribuir para o
aumento do consumo de amendoim e a diversificacdo de produtos com essa matéria-prima.
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ABSTRACT: Vegetable “cheese” falls into the category of non-dairy cheese analogues based on
plants, tubers and legumes. The microbial transglutaminase enzyme (MTGase; protein-glumannin
Y-glumatyl transferase, EC 2.3.2.13) has properties that profoundly alter the food protein structure
without altering its flavor and nutritional value, and in vegetable cheeses the enzyme offers stability
and improved texture. The objective of this work was to develop a vegetable "cheese" from peanut
aqueous extract containing the microbial transglutaminase enzyme as a structuring agent and to
evaluate the physical-chemical and microbiological properties in comparison to vegetable "cheese"
with peanut aqueous extract without MTGase. For this, the peanut kernels were macerated, crushed
and filtered and the extract was heated and Magnesium Sulfate (MgSO4) (0.25%, w/v) and
MTGase (0.3%, w/v) were added. The samples were stored and analyzed for protein concentration,
yield and microorganism count: total and thermotolerant coliforms, mesophiles, Staphylococcus
aureus, Salmonella species (sp), molds and yeasts. The use of MTGase combined with magnesium
sulfate enabled improvements in the structure, microbiological stability and protein content of the
product. The “cheese” with aqueous peanut extract represents an innovative, technological and
inclusive product, in addition to contributing to the increase in peanut consumption and the
diversification of products with this raw material.

Keyword: Arachis hypogaea L. vegan product. Vegetable cheese. Transglutaminase.
INTRODUCAO

O leite e seus derivados s3o alimentos extremamente consumidos, sendo o queijo um
dos itens de maior consumo, abrangendo 309 da producdo mundial de leite (1).

Apesar de ser muito apreciado por boa parte da sociedade o queijo e derivados do leite
vem se tornando alimentos com grandes limitag¢des, visto que hd um forte crescimento de
individuos que por restricdes fisioldgicas ou opgdes filoséficas ndo consomem o leite e seus
produtos.

Em grande parte das espécies mamiferas a amamentagdo ocorre apenas no periodo da
primeira infincia sendo comum a diminui¢io da atividade da enzima lactase responsével
por digerir a lactose apds o periodo de amamentacio, diferente das demais, a espécie humana
possui o consumo continuo do leite mesmo na vida adulta, dando inicio a hipolactasia
responsivel pelos sintomas de desconforto abdominal, diarreias e flatuléncias apds o
consumo do leite, esses sintomas tendem a variar de acordo com a quantidade de leite
ingerida e a idade do individuo, visto que com o passar dos anos os desconfortos tendem a
piorar.

A alergia a proteina do leite de vaca (APLV) se trata de uma reagio de
hipersensibilidade as proteinas, sendo comum na primeira infincia atingindo até 27,506 das
criancas na faixa etdria de 1-3 anos de idade. A APLV na fase adulta é extremamente

incomum, porém em raros casos os sintomas em adultos se mostram severos (2, 3).

Revista Ibero-Americana de Humanidades, Ciéncias e Educag¢ao. Sio Paulo, v.9.n.08. ago. 2023.
[SSN - 2675 — 3375

1711



Revista [bero-
Americana de
Humanidades,
Ciénciase
Educacio

. Revista Ibero- Americana de Humanidades, Ciéncias e Educacao- REASE

Além dos individuos impossibilitados fisiologicamente de consumir derivados do
leite existem também os que por escolhas filoséficas optam por nio ingerir estes tipos de
produtos, os veganos se posicionam contra o consumo de qualquer tipo de alimento ou item
que seja de natureza animal (4).

O “queijo” vegetal se enquadra na categoria de anilogo de queijo nio licteo a base de
plantas, tubérculos, leguminosas, entre outras, os anilogos sio produtos que tem
caracteristicas sensoriais similares ao queijo, sendo a gordura do leite substituida total ou
parcial por outras gorduras ou éleos vegetais (5).

O Arachis hypogaea L. ou amendoim como é popularmente conhecido, é uma
leguminosa de origem sul-africana e se destaca por sua composigdo proteica (25%) e lipidica
(509%) tornando-se uma excelente fonte de aminoécidos e energia para a dieta humana (6).
Possui em sua composigio a presenca de dmega 3 e 6, responsaveis por auxiliarem na reducio
dos niveis de triglicérides na pressio arterial e no sangue, participam da estrutura de
membranas celulares, o que influencia nas fun¢des plaquetérias, permeabilidade dos vasos e
viscosidade sanguinea. Além dos 4icidos graxos, o amendoim contém minerais como o
magnésio, célcio, selénio e ferro que possuem beneficios na reducio do estresse celular,
melhora da cicatrizagdo e fortalecimento da estrutura éssea. Apresenta ainda, excelentes
quantidades de vitaminas E, Bg e B3, nutrientes com acgio antioxidante, formacio de
proteinas estruturais e hemoglobinas (7).

Apesar da alta producio, exportacdo e sua extensa lista de nutrientes e beneficios, o
consumo nacional do amendoim gira em torno de 1,1kg/ per capita por ano, valor baixo
quando comparado a paises como a China (12,8 kg/per capita/ano) e EUA (6,7 kg/per
capita/ano) (6). Assim, considerando os indmeros beneficios a satide, torna-se necessério
aumentar o consumo do amendoim, abrindo espaco no mercado para a diversificagio na
elaboracdo de produtos 4 base desta leguminosa.

O Brasil ainda n3o possui legislagio para regulamentar a producio de alimentos
“andlogos”, tal fato ndo impede que diversas pesquisas e produtos sejam desenvolvidos com
a finalidade de elaborar um produto com as qualidades do queijo comum combinadas com
as propriedades nutricionais, funcionais e tecnolégicas dos vegetais (8).

O processo de preparo dos “queijos” vegetais é similar ao tradicional, sendo o
primeiro passo a obten¢io do extrato aquoso vegetal. Apds sua obtencdo, o extrato aquoso

passa pela etapa de coagulagio com adi¢Ses de coagulantes que promovem a precipitacio das
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proteinas estruturando assim uma rede proteica, que assume a configuracio de um gel
aprisionando em sua malha proteinas, gorduras e minerais. Em seguida, o gel sofre o corte e
a dessoragem para eliminagdo do excesso de soro (9, 10).

A etapa de coagulagio é a mais critica para se obter bom rendimento e estruturagio
do queijo, consequentemente a escolha do coagulante deve ser feita a fim de desenvolver as
melhores qualidades para o produto.

A enzima Transglutaminase microbiana (MTGase; proteina-glumanina y-glumatil
transferase, EC 2.3.2.13) apresenta propriedades que alteram profundamente a estrutura
proteica alimentar sem alterar seu sabor e valor nutricional, sendo que nos queijos vegetais
a enzima oferece estabilidade e melhoria na textura (i1, 12).

As propriedades funcionais conferidas pela transglutaminase ocorrem por meio da
ligacdo da enzima com um substrato proteico que contém aminoécidos especificos, como a
glutamina. Esse processo envolve a formac¢io de um complexo entre a enzima e o substrato
por meio de uma reacio de acilagio. Nessa reagio, a enzima transfere um grupo acila para o
grupo amino do residuo de glutamina presente na proteina. Apés a formagdo do complexo
enzima-substrato, ocorre uma reagio de desaminagdo do residuo de glutamina, resultando
na formagdo de ligagdes covalentes (isopeptidica) entre o grupo amino da glutamina e um
residuo de amino4cido livre, geralmente a lisina, em outra molécula de proteina (13, 14, 15).

Assim as reagdes catalisadas pela MTGase resultam em mudancas significativas nas
propriedades fisicas e quimicas das proteinas, como modificacgdes na viscosidade,
estabilidade térmica, elasticidade e resisténcia das proteinas favorecendo as caracteristicas
funcionais e estruturais dos alimentos.

Portanto, o objetivo deste trabalho foi desenvolver um “queijo” vegetal a partir de
extrato aquoso de amendoim contendo a enzima Transglutaminase microbiana como agente

estruturante, e avaliar suas propriedades fisico-quimicas e microbiolégicas do produto.

MATERIAL E METODOS

Os grios de amendoim usados para a obten¢io do extrato aquoso foram fornecidos
pela empresa Safenuts Comércio, importagio e exportagio, localizada na cidade de Marilia-

SP. A enzima transglutaminase microbiana (MTGase, E.C. 2.3.2.13) composta por 99% de

maltodextrina e 19 de transglutaminase (com atividade de 100 U.g- 1) (ACTIVA WM®)
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foi fornecida pela empresa Ajinomoto do Brasil Indistria e Comércio de Alimentos Ltda. O

coagulante usado foi o sulfato de magnésio (MgSO, - (Synth®) pentahidratado.

Obtengdo do extrato aquoso de amendoim

Para obtencido do queijo de amendoim com e sem a adi¢do de MTGase microbiana,
grios de amendoim do tipo Runner calibre 38/42 despeliculados, foram mantidos em
maceragio (1:2; m/v; grios: 4gua) por 24 horas em temperatura ambiente. Decorrido o
tempo, os grios foram drenados e em seguida triturados em liquidificador doméstico (Oster)
em velocidade média durante 5 minutos com adi¢io de 4gua na concentragio 1:2 (m/V) em
temperatura ambiente. Apés a trituragdo o material foi filtrado em uma peneira de ago inox
abertura de 2,30 mm com auxilio de um tecido de algodio. O residuo sélido foi descartado e

o extrato aquoso foi levado em fogo direto durante 10 minutos em temperatura de 9o°C +

2°C.

Obtengdo do “queijo” vegetal

O extrato aquoso de amendoim foi dividido em duas amostras sendo uma delas usada
para a produgdo da amostra Controle (sem adicio de MTGase) e a outra para a obtengdo da
amostra contendo a enzima. Nas duas amostras, em temperatura ambiente, foram
adicionados 0,25% de MgSOj diluido previamente em 50 mL do extrato aquoso seguido de
homogeneizado. Na amostra contendo MTGase, apés a adi¢do do coagulante foram
adicionados 0,3% da enzima diluida previamente em 50 mL do extrato aquoso de amendoim
seguido de homogeneizagio.

Para a coagulagio, as duas amostras (Controle e amostra contendo MTGase) foram
mantidas em repouso durante 9o minutos em temperatura ambiente; passado o periodo de
coagulacdo os codgulos foram cortados e transferidos para formas de policloreto de vinila
(PVC) de 7,5 cm de didmetro forradas com tecido voile.

Pela diferenca de textura os codgulos foram submetidos a pressdes diferentes: o
codgulo contendo MTGase foi mantido sob pressio de 330 g durante 60 minutos para
dessoragem, enquanto o coidgulo da amostra Controle foi mantido sob pressio de 175 g

durante 60 minutos para dessoragem.
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Os queijos foram desenformados e armazenados sob refrigeracio durante 24 horas
em recipientes de policarbonato até a realizacdo das anélises fisico-quimicas e

microbiolégicas.

Anilises fisicas e quimicas

O rendimento dos “queijos” vegetais foi calculado de acordo com Benassi, Yamashita

e Prudencio (16) conforme a equagio (1) e os resultados expressos em g/100g de grios:
(M1 x V1)
Rendimento =

x 109 1
(M2 x V2)

Sendo Mi= massa do queijo vegetal, Vi= volume total do extrato aquoso de
amendoim, M2= massa dos grios de amendoim e V2= volume do extrato aquoso utilizado
no preparo.

A absor¢io de 4gua pelos grios de amendoim apds a maceracio foi medida pela
diferenca de massa inicial dos grios pela massa final e expressa em grama de 4gua
absorvida/100g (17).

As anélises de umidade, atividade de 4gua (Aw), proteinas e pH foram realizadas em
triplicata conforme metodologias do Instituo Adolfo Lutz (18), sendo a umidade
determinada pelo método de secagem direta em estufa a 105°C;

O teor de nitrogénio total foi determinado pelo método de Kjedahl e as proteinas
totais determinadas pelo uso do fator 5,46 préprio para amendoim, realizando a conversio

de nitrogénio em proteina.

Anilises microbiolégicas

As anilises microbioldgicas realizadas para Salmonella spp. seguiram o método da
American Public Health Association (APHA) que possui como fases principais o isolamento e
identificagdo da Salmonella spp., descrito por Silva et al. (19).

Para a anilise de Estafilococos coagulase positiva e S. aureus foi realizado o método
APHA que utiliza o plaqueamento seletivo em meios como o Agar Baird Parker, seguido
pela etapa de incubagio, identificagdo e provas bioquimicas de catalase e coagulase, seguindo
o método oficial, conforme descrito por Salfinger e Tortorello (20).

Para contagem de coliformes termotolerantes, coliformes totais e Escherichia Coli foi

utilizado o método de niimero mais provivel NMP, seguindo a metodologia APHA. As
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amostras sio coletadas e preparadas para anilise, envolvendo a diluicdo da amostra para
obter uma concentracio apropriada de bactérias para contagem, as dilui¢des sdo inoculadas
em meios de cultura seletivos e sdo incubados em temperaturas especificas para permitir o
crescimento das bactérias. Para a detecgdo de coliformes termotolerantes e E. coli, a
incubacdo é feita a 44,5°C por 24 horas. Para coliformes totais, a incubagio é realizada a 35°C
por 24 a 48 horas; O resultado foi obtido pela contagem das colénias e expresso em UFC.g™.

Para determinacdo de aerdbios meséfilos foi utilizada a metodologia de
plaqueamento APHA 8:2015, o meio utilizado é o agar padrdo para contagem de placas
(PCA); as placas de agar PCA inoculadas sio incubadas a uma temperatura de 30-37°C por
um periodo de 48 a 72 horas. Essa temperatura e tempo de incubacio sio ideais para permitir
o crescimento das bactérias aerdbias meséfilas e para contagem de bolores e leveduras foi

realizado o método de plaqueamento em superficie APHA 21:2015 em meio PDA (19).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Na producio de “queijo” vegetal 4 base de extrato de amendoim, duas amostras foram
obtidas usando como coagulante MgSO, sendo que em uma das amostras a enzima MTGase
microbiana foi utilizada como agente estruturante do codgulo. Conforme Gaspar & Gées-
Favoni (21), esta enzima realiza reages cruzadas entre cadeias proteicas dando firmeza ao

codgulo, favorecendo sua similaridade com o produto tradicional e, portanto, sua aceitagio.

Rendimento

O “queijo” vegetal com adi¢io de MTGase microbiana obteve rendimento de 168,5
g/100g, enquanto na amostra controle o rendimento foi de 172,8 g/100g (Tabela1). A amostra
controle obteve 2,5 % a mais de rendimento em compara¢io com o “queijo” acrescido de
MTGase.

Diversos fatores podem ser responséaveis pelo rendimento dos queijos, de acordo com
Min et al. (22), a determinacdo de proteinas dos grios estd intimamente ligada com o
rendimento do produto, consequentemente, grios com bons teores de proteina resultam em
produtos com bom rendimento e contetido proteico. O teor de proteinas observado na
amostra Controle foi de 33,96 g/100g, enquanto a amostra contendo MTGase apresentou
36,87 g/100g, sendo 8,6 % maior (Tabela 1).

Para Ciabotti et al. (23) a concentragio do extrato aquoso interfere no rendimento do

produto, e em seus resultados na elaboracdo de produtos do tipo “queijo” a base de soja, a
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diminuicdo da concentragio do extrato resultou na redu¢io do rendimento, mesmo com
diferentes tipos de coagulantes, devido as quantidades de proteinas presentes no “leite” de
soja. Benassi, Benassi e Prudencio (17) realizaram o desenvolvimento de “queijos” do tipo
tofu utilizando diferentes coagulantes vegetais e chegaram a conclusio de que o tamanho
dos grios pode interferir no rendimento do produto, sendo que grios maiores tendem a
apresentar resultados melhores de rendimento.

Gées-Favoni et al. (24) desenvolveram tofu com (MgSO.) (0,25%, p/v) e MTGase
(0,3%, p/v) e obtiveram um produto com rendimento médio final de 241,4g/100g. Mafaldo
(25) desenvolveu “queijos” vegetais a partir do extrato aquoso de amendoim com adigdo de
limdo como agente coagulante e dois tipos de formula¢des diferentes e observou o
rendimento variando entre 69,839% e 213,69, concluiu-se que a concentracdo do coagulante é
inversamente proporcional ao rendimento, visto que maiores concentragdes resultam em
menores rendimentos devido a maior expulsio de soro (sinérese).

Para a produgio dos “queijos” vegetais de amendoim foi utilizada a mesma
concentracio de MgSO, (0,25% p/v) nas duas amostras. A diferenca entre elas ocorreu na
adicio de MTGase (0,3% p/v) em apenas uma das amostras.

Como resultado, observou-se um teor proteico maior na amostra com a adi¢do da
enzima. Isso pode ser atribuido a dois fatores, sendo que o primeiro pode estar relacionado
a prépria natureza das enzimas, que sio proteinas com atividades cataliticas, dessa forma, a
adicdo da enzima resulta diretamente no aumento do teor proteico (26). Uma segunda
hipétese esta relacionada a estruturagio da rede proteica promovida por essa enzima, que
consequentemente, forma-se um codgulo mais estdvel, mantendo as proteinas na parte
sélida e impedindo que sejam lixiviadas no soro.

Em conjunto com a a¢io do coagulante, isso resultou em uma maior expulsio do soro

e, consequentemente, em um rendimento menor (27).

Concentragdo de proteinas

O teor de proteinas do “queijo” vegetal de amendoim com MTGase e da amostra
Controle estdo apresentados na Tabela 1.

A amostra controle e o “queijo” vegetal com adicio de MTGase obtiveram
rendimento proteico a partir do extrato aquoso de 95,39 % e 103,56% respectivamente, tendo

a amostra com enzima aproximadamente 8,57% a mais de teor proteico, demonstrando que
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a adi¢do de transglutaminase ao processo de fabricac¢io do “queijo” de amendoim levou a um
aumento significativo na concentracio de proteinas. A diferenga observada entre as duas
amostras sugere que a Transglutaminase desempenha um papel importante na retengio e

estabilizacdo das proteinas presentes no “queijo” de amendoim.

Tabela 1-Rendimento dos “queijos” e Concentragio de proteinas (g/100g) em base seca, nos grios de
amendoim, extratos de amendoim aquoso, amostra padrio e “queijo” contendo MTGase;

Rendimento
Amostra Proteinas (g/100g) (g de queijo/ 100g)
Grios de amendoim 28,08
Extrato aquoso 35,60
“Queijo” sem enzima 33,96 172,8
“Queijo” com enzima 36,87 168,5

Fonte: Autores (2023).

Oliveira et al. (28) realizaram anélises fisico-quimicas dos compostos bioativos do
extrato aquoso de amendoim com e sem pele e obtiveram teores proteicos (base seca)
semelhantes ao presente trabalho sendo 37,91g/100g de teor proteico para o extrato aquoso
de grios com pele e 39,70g/100g para o extrato aquoso de grios sem pele.

Sharma (29) (2018) elaborou queijo vegetal com extrato aquoso de amendoim
fermentado com probiéticos e obteve teor proteico médio de 30,6 e 30,1 g/100g para o produto
com e sem adi¢do de probidticos, respectivamente.

Anilises microbiolégicas

O “Queijo” vegetal com adicio de MTGase e a amostra controle apresentaram
resultados com auséncia para Salmonella sp, Estafilococos coagulase positiva, Escherichia coli
e Staphylococcus aureus (Tabela 2). A auséncia desses microrganismos demonstra a eficiéncia
das boas praticas de fabricagio durante o processo.

Tabela 2- Resultados microbiolégicos (UFC/g) dos” queijos” com e sem MTGase.

Ensaio Especificaces Queijo com MTGase Amostra controle

Salmonella sp Auséncia 25g Ausente Ausente

Estafilococos Miéximo 102

coagulase positiva/g ~ UFC/g Ausente Ausente
Maximo 102

Escherichia coli UFC/g Ausente Ausente

Aerébios meséfilos/g - Ausente 1,19 X 10

Bolores/g - Ausente ss UFC/g

Leveduras/g - so UFC/g 2,0 x 103 UFC/g

Coliformes totais - Ausente Presenca

Coliformes

termotolerantes - Ausente Presenca

Staphylococcus aureus - Ausente Ausente

Fonte: Autores (2023)
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A auséncia de Salmonella sp é particularmente relevante, pois essa bactéria é
conhecida por ser um patdgeno transmitido por alimentos e pode causar doencas
gastrointestinais graves em humanos. A observacio da auséncia de Estafilococos coagulase
positiva também é um resultado promissor, uma vez que essa espécie de bactéria é conhecida
por produzir toxinas que podem causar intoxicac¢des alimentares. A auséncia de Escherichia
coli indica que o processo de producio foi capaz de evitar a contaminagio fecal e minimizar
o risco de presenca de outros patégenos associados. A auséncia de Staphylococcus aureus é um
indicativo positivo da seguranca microbiolégica do produto. A presenca dessa bactéria no
queijo poderia ser preocupante, uma vez que ela poderia potencialmente produzir toxinas
que podem causar intoxica¢do alimentar em consumidores (30, 31).

A presenca de coliformes totais e termotolerantes, microrganismos aerdbios
mesofilos e bolores somente na amostra controle sugere que a transglutaminase microbiana
impediu o acesso destes micro-organismos no “queijo”, visto que a agdo de catalisagio e
formacdo das ligagdes cruzadas entre as cadeias de proteinas exercida pela MTGase é mais
eficaz e eficiente que a agio do Sulfato de Magnésio sozinho. A a¢io em conjunto do
coagulante e da enzima é capaz de “sequestrar” e inutilizar rapidamente os aminoéicidos
presentes no substrato que seriam utilizados como alimentos de microrganismos que
poderiam estar ali presentes em pequenas quantidades, inibindo total ou parcialmente sua
acio de crescimento (11, 21, 31).

Apesar da presenca dos microrganismos citados o produto encontra-se em acordo

com as especificacdes exigidas pela Instru¢io Normativa N°161, de 1° de julho de 2022.

CONCLUSOES

Ao fim do trabalho é possivel concluir que o emprego da MTGase aliada ao sulfato
de magnésio (MgSO,) viabilizou melhorias na estruturagio, estabilidade microbiolégica e
teores proteicos do produto.

O “queijo” com extrato aquoso de amendoim representa um produto inovador,
tecnoldgico e inclusivo para os grupos com restri¢cdes alimentares e opgdes filoséficas
contrarias ao consumo de leite e seus derivados, além de contribuir para o aumento do

consumo de amendoim e a diversificagdo de produtos com essa matéria-prima.
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