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Resumo

Considerando o alto desperdicio da produgdo de mamao, bem como o seu valor
econdmico, este trabalho teve como objetivo elaborar um amaciante de carnes a base de
mamio verde integral. O amaciante foi produzido a partir de mamdes verdes (Carica
papaya L.), obedecendo as seguintes etapas: coleta e transporte dos frutos, lavagem e
sanitizagdo, pesagem, eliminagdo de residuos, trituragdo, secagem, pulverizagdo,
pesagem e acondicionamento. Foi avaliado o seu efeito sobre o valor biologico da carne
bovina, bem como sua estabilidade e aceitabilidade. As analises aplicadas ao produto
foram fisico-quimicas (rendimento, umidade, atividade enzimatica, proteina soluvel),
biologicas (DA, CEA, CEP e RPF) e sensoriais (escala hedonica para textura, cor e
flavor), utilizando como controle amaciante comercial a base de papaina. Com uma
temperatura de 55'C, o melhor tempo de secagem para obteng¢io do amaciante foi 22 h.
Com rendimento de 8,06%, o produto final apresentou 11,46% de umidade e atividade
enzimatica similar a encontrada para o amaciante comercial. Durante o armazenamento,
houve um declinio da atividade enzimatica de 27,44% e 56,10%, aos 90 e 120 dias
respectivamente. Em valores absolutos, a carne tratada com o amaciante experimental
apresentou melhor textura, cor e flavor que as demais. Quanto a interferéncia do
amaciante sobre o valor biologico da carne os resultados obtidos ndo demonstraram
diferengas significativas entre os tratamentos empregados. Os resultados indicam a
viabilidade de fabricagdo do amaciante a base de mamao verde integral, cuja agdo sobre

a carne resulta em melhor aceitabilidade, sem comprometer o seu valor biologico.
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Abstract

Considering the high waste of papaya crop, and also its economic value this
paper aimed to elaborate a meat smoother, from immature papaya (Carica papaya L.).
The product was obtained according to this sequence of operations: haversting, transport
of fruits, washing and sanitization, weighting, waste discard, trituration, drying,
pulverization, weighting and packing. The effects of the product on meat nutritive
value, and also its stability and acceptability ware evaluated. The product was analysed
according to physicochemical determinations (humidity, yield, enzimatic activity,
soluble protein), biologicals (DA, CEA, CEP, RPF) and sensorials (hedonic scale to
texture color and flavor) using a commercial tenderizer based on papain as reference.
At 55°C the best drying results were obtained after 22 h. The final product presented an
income of 8.06%, with 11,46% of humidity, and enzimatic activity similar to
reference. During storage occurred a decrease on enzimatic activity of 27,44% and of
56,10%, at 90 and 120 days respectively. Meat treated with the experimental smoother
presented better texture, color and flavor than the others. Considering the effect of the
papaya tenderizer on biologic value of meat the results showed no significative
differences between the treatments. The results indicate the viability of the immature
papaya smoother whose action on meat results in better acceptability without damage

on its biologic value.
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Uso de papaina bruta de mamdo verde (Carii ogogue L) integral como amaciante de carne

1-Tntrodugao

O mamio (Carica papaya), tendo sido encontrado aqui pelos portugueses, €
possivelmente originario da América, onde também sdo registradas outras espécies, tais
como C. candamarensis, C. pentagonia e C. peltata. Tem uma produgdo amplamente
difundida, devido principalmente ao interesse pelo fruto e pela obten¢do da papaina
(FAO, 1990). O Brasil ¢ responsavel por 35,4% da produgdo mundial, estando também
entre os maiores exportadores, ao lado de paises como o México, Malasia, com 5.693

toneladas e 4,7 milhdes de dolares em 1996 (FAO, 1998; SILVA, 1998).

Estima-se uma perda mundial superior a 40% da safra, variando em diferentes
paises (KAYS, 1991), sendo mais critica em regides ndo desenvolvidas, a exemplo da
Zona da Mata de Pernambuco, na qual os frutos disponiveis sdo de qualidade
insatisfatoria, em decorréncia da auséncia de tecnologias adequadas para cultivo e de
praticas pos-colheita. Dados do IBGE (1996) confirmam este quadro para 1995, ao
informarem que a produg@o agricola brasileira foi de 1.224.407 mil frutos, numa area
destinada a colheita de 34.128 ha, gerando um rendimento médio de 37.186 frutos/ha.
Ao considerar a Regido Nordeste, esta produtividade cai para 32.309 frutos/ha,

atingindo niveis muito baixos no Estado de Pernambuco, 9.737 frutos/ha.

A produgdo agricola da Regido € destinada basicamente ao comércio dos frutos
"in natura", o que contribui para um maior desperdicio. O emprego do mamao como
matéria-prima para suco, doce, néctar, compota, entre outros, € restrito a
estabelecimentos cuja tecnologia empregada € de pequena escala e, consequentemente,
de pouco significado econdmico. A produgdo de papaina, cujo comércio é mais
rentavel, inexiste, possivelmente por requerer um aparato industrial e melhores técnicas

de manejo para obtengdo tradicional, na forma semi ou purificada.

Mundialmente, apenas cerca de vinte enzimas sdo comercializadas para fins
industriais, em volume significativo. Ha registros de que 59% das enzimas empregadas
na induastria sdo proteases, das quais 31% sdo proteases alcalinas, onde se insere a

papaina. Valores mais exatos sdo de dificil analise, pois sob a denominagdo de enzimas

Alda Veromica Souza Livera
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se comercializa enzima purificada, parcialmente purificada, extrato bruto e inclusive,
substratos fermentados. A papaina, disponivel no mercado desde a década de 50, tem

sua produgdo estimada em cem toneladas anuais (WISEMAN, 1991).

Ha uma grande demanda por papaina, em fungdo de sua vasta aplicabilidade e
pela seguranga de manuseio e custo, quando comparada a outras proteases como a ficina
e a bromelina (BROCKLEHURST ef al, 1981; POUTER e CAYGILL, 1985;
TUCKER e WOODS, 1995; ETEHERINGTON e BARDSLEY, 1995; BOM, 1997). No
que diz respeito a seguranga, é importante ressaltar casos individuais de alergia a essa
protease, que restringem sua manipulagdo e consumo (BUSH e HEFLE, 1996; DIEZ-
GOMEZ et al., 1999). Na industria farmacéutica € classico o seu emprego como
digestivo para pacientes com enfermidade gastrica ou pancreatica. Registra-se também a
papaina como base de cosméticos destinados a limpeza e tratamento de pele. Na
produgdo de ragdo animal, tendo como matéria-prima concentrados protéicos, aplica-se
a protease para aumento do indice de nitrogénio. Entretanto, o seu maior uso refere-se a
industria de alimentos e bebidas. Por exemplo, na elaboragdo de paes e outros derivados
do trigo, utiliza-se papaina: quando a hidrolise parcial do glutem € desejada para
obtengdo de maior extensibilidade e elasticidade da massa; para potencializar a
atividade da maltose e favorecer o trabalho mecanico (POULTER e CAYGILL, 1985,
FAO, 1990; FENNEMA, 1992). Em bebidas, principalmente cerveja, o emprego da
papaina evita a turbidez causada pelo frio, resultante da complexagdo polifenol/proteina
Sua aplicag@o também € desejavel para melhorar a extragdo de 6leos e proteinas animais
ou vegetais (ETEHERINGTON E BARDSLEY, 1995).

Seu maior mercado é o de amaciamento de carne bovina, pratica bastante
antiga. O primeiro registro sobre 0 uso de papaina em tecnologia de alimentos na
América € um relato do navegador Hernan Cortéz, que se refere ao fato de indios
mexicanos envolverem a carne com folhas de mamoeiro durante a noite para o consumo
no dia seguinte (HEBBEL e MONTI, 1982). A textura (maciez/dureza) é citada na
literatura como o fator que mais contribui para a aceitagdo dos diferentes tipos de carne
pelos consumidores. Dentre os diversos fatores que podem influenciar esta
caracteristica, destacam-se os genético, idade, peso, tipo de musculo, condigdes de pré-
preparo e método de cocgdo (CASEI 1992; RISVIK, 1994).

4dde Veronica Souza Livera 2
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O rebanho bovino brasileiro, predominantemente de Nelore, apresenta
diferengas marcantes em comparag@o com outras ragas, destacando-se idade do abate e
gordura de cobertura da carcaga, que interferem na maciez da carne. O sistema
extensivo de criagdo e engorda, também concorre para aumentar a idade de abate do
animal, chegando a dobrar em relagdo a outros paises, como os Estados Unidos da
América. Outro fato relevante € que muitos frigorificos ndo utilizam praticas pos-morte,
a exemplo da matura¢do. Como conseqiiéncia, boa parte da carne produzida no pais €
de qualidade inferior (TAKAHASHI, 1991).

Além do uso tradicional de frutos e folhas ricos em enzimas proteoliticas, a

3 exemplo do mamdo, abacaxi e figo, atualmente sdo empregadas proteases comerciais
para amaciante de carne em escala industrial e doméstica,, O mercado dispde de
produtos formulados principalmente a base de papaina, incluindo sal e outros
condimentos, que atuam eficientemente na textura, mas possuem componentes de

“flavor” muitas vezes indesejaveis por serem distintos do habito local.

Neste contexto, a produ¢do de um amaciante de carne, utilizando o mamao
verde integral como matéria-prima, constitui-se uma alternativa viavel do ponto de vista

tecnoldgico, econdmico e de incentivo a produgao regional.

{lda Veronica Souza Livera 3
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2-Revisio da literatura

2.1- Aspectos agrondomicos do maméio

O mamao (Carica papaya L) pertence a familia Caricaceae, que possui quatro
géneros e trinta e uma espécies, dentre elas C. pubescens, C. manoica, C. stipulata. E
uma planta perene de curto intervalo de vida. O fruto, tipicamente climatérico, apresenta
crescimento sigmoéide duplo. Sua forma tipica varia de ovalar a arredondada, com casca
delgada e polpa branda e suculenta, com coloragdo também variavel, do amarelo palido
ao vermelho. O centro do fruto é oco e apresenta sementes negras. O numero de
sementes por frutos depende da variedade, podendo apresentar desde poucas sementes a
mais de mil unidades. Em sua anatomia, verifica-se por microscopia a presenga de dutos
lactiferos no pericarpo. O peso do fruto pode ser inferior a 500g ou maior que 2000g,
seu sabor também ndo € uniforme, dependendo da variedade do C. papaya analisada
(POULTER e CAYGILL, 1985; FAO, 1990; SEYMOUR, TAYLOR e TUCKER,
1993).

A porgdo comestivel, correspondente a polpa, é constituida basicamente por

agua (88,8%) e agucares livres (12,2%) com teor de amido insignificante. Muitas

variedades sdo boas fontes de provitamina A (10,93 pg) e acido ascorbico (84,00 mg)
(FAO, 1990).

O mamoeiro floresce e frutifica em nove meses nos tropicos. Nesta espécie,
existem trés formas sexuais de plantas, pistiladas, estaminadas e andromonoicas. Os
individuos pistilados e estaminados ndo respondem a mudangas climaticas, como
resultado apenas os andromonoicos, sexualmente ambivalentes, formam flores
femininas, masculinas e hermafroditas, em diferentes proporgdes, segundo a estagdo
climatica. A variag@o sexual descrita, somada a capacidade de formar hibridos com

outras espécies permite a geragdo de novas combinagdes e aumenta as variedades

(VEGA, 1992).

dlda Veronica Souza Livera 4
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As variedades de C. papaya mais cultivadas pertencem aos grupos Solo e
Formosa. Do primeiro grupo fazem parte as cultivares Sunrise Solo e Improved Sunrise
Solo line 72-12, do segundo destacam-se as cultivares Tainung 1 e Tainung 2. A
cultivar Sunrise Solo também ¢é conhecida como Havai ou Papaya, com uma
produtividade de 40 t/ha é a mais plantada no Brasil, pela preferéncia local e de
mercado internacional, considerando o tamanho médio de seu fruto (500 g). A cultivar
Tainung 1 conhecida como Formosa se caracteriza por frutos com maior tamanho (1000
g) e sua produtividade € de 60 t/ha. Dados do IBGE (1998) demonstram que os maiores
produtores do pais s3o a Bahia, com 714.266 frutos em uma area plantada de 21.408 ha,
seguido do Espirito Santo, com 352.095 frutos em 5.259 ha, e do Para, com 62.723
frutos em 1.602 ha.

Uma alta produtividade € possivel quando cultivo do mamao ocorre em regides
tropicais com indice pluviométrico minimo de 1200 mm/ano e temperaturas diurnas
entre 21 e 33°C. Em situagdes de temperatura mais elevada e solos arenosos o
requerimento de agua é de 2000 mm/ano, sendo recomendavel a irrigagdo. (Poulter e

Caygill, 1985; Seymour, Taylor e Tucker, 1993).

Em regides africanas proximas ao Equador, verificou-se que altitudes acima de
1000 m s3o mais favoraveis ao cultivo de mamao destinado a obtencédo de latex. O tipo
de cultivar também influencia no volume de produgédo do latex, sendo a variedade Solo
a mais adequada nestas condi¢des (POULTER e CAYGILL, 1985).

Segundo Carvalho (1976), os mamoeiros hermafroditas e os femininos tém
maior produtividade de latex que as plantas com flores unicamente masculinas. Este
autor ressalta que, podendo ser obtido de folha, peciolo, caule e fruto, o latex ¢ mais
abundante neste ultimo, principalmente quando imaturo. Com o amadurecimento do
fruto, declina a atividade proteolitica e os dutos lactiferos se esgotam. Poulter e Caygill
(1985) citam que as melhores variedades para coleta de latex sio a Red Panama,
Florida, Richbourg e Ineac 329. Entretanto o cultivo predominante da variedade Solo se
justifica pela produgdo do fruto destinado ao comércio "in natura”. Este autor ressalta
ainda que a literatura disponivel reporta o peso do latex colhido, sem considerar o teor

de enzima.
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Quando o plantio do mamdo se destina a coleta de latex, o controle de
enfermidades (em geral causadas por nematoéides, virus e fungos) deve ser muito
cauteloso para evitar, por exemplo, a contaminagdo do produto com fungicidas
(POULTER e CAYGILL, 1985).

2.2- Papaina

Papaina é o nome genérico comercial atribuido ao conjunto de proteases brutas
contidas no latex do mamao. Este conjunto compreende enzimas proteoliticas basicas
cisteinicas termoestaveis: a papaina propriamente dita, EC 3.4.22.2, as quimopapainas
A e B, EC 3.4.22.6, a caricaina - anteriormente conhecida como papaia proteinase
(IIT)- e a papaia proteinase IV, todas com pl superior a 8,75. No latex também sdo
encontradas outras enzimas como a celulase, EC 3.2.1.4, lisozima, EC 3.2.1.17 e
glutamina ciclotransferase (SEYMOUR, TAYLOR e TUCKER, 1993).

Dentre as enzimas citadas, a papaina € a mais estudada, em fungdo de sua
aplicagdo industrial, estabilidade e facilidade de extragdo. Sua cadeia polipeptidica

possui 212 residuos de aminoacidos (Tabela I) e o seu peso molecular ¢ de 23,35 kDa.

Disponivel comercialmente desde os anos 50, em 1966, a papaina foi a segunda
enzima a ter sua estrutura tridimensional determinada por difragdo de raio-X
(DRENTH, JANSONIUS e WOLTHERS, 1967). O residuo essencial é a cisteina 25,
formando pontes dissulfeto com outras seis cisteinas. No outro lado do sitio ativo de
cisteina, estio presentes a serina e o triptofano. Na quimiopapaina, esta serina é
substituida por glutamina. Em ambas enzimas, sdo encontradas asparagina e alanina
proximas ao residuo de histidina (SEYMOUR, TAYLOR e TUCKER, 1993). A
histidina 159 forma o par tiolatoimidazol com a cisteina 25, o que facilita a interag@o
enzima substrato. Esta estrutura de sitio catalitico (Figura 1) € similar para todas
cisteinas proteinases, inclusive catepsinas de mamiferos. A identidade da papaina com a
catepsina S bovina é de 41% (WIEDERANDERS et al,1991).
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TABELA I - Comparag@o das estruturas primarias de cisteinas proteinases vegetais e animais
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Nota: Os aminoéacidos estdo identificados pelo codigo de letra unica. Residuos idénticos & seqiiéncia de papaina sdo representados por (*), a Cys-25 esta identificada com (x) e a
His-159 com (+).
Fonte: Etherington e Bardsley, 1995
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Sitic atréo cisteinico

Fonte: Prolysis, 2000.

FIGURA 1 - Estrutura tridimensional da papaina (EC 3.4.22.2).

Segundo Butle ez al (1989), a papaia proteinase IV  corresponde a
aproximadamente 30% das proteinas do latex obtido em "spray dryier" e apresenta-se
imunologicamente distinta das outras trés proteases do mamdo. Esta enzima exibe
também propriedades distintas, mostra, por exemplo, atividade frente a substratos
protéicos na presencga de tiol. Entretanto a hidrolise da caseina € limitada, resultando em
diferentes peptidios quando comparada a papaina. Outra diferenca € observada quando
sua agdo ndo € inibida pelo emprego da cistatina de galinha, inibidor classico de
proteinases cisteinicas. Sua seqiiéncia de aminoacidos mostra um elevado grau de
identidade com a caricapaina (81%), quimopapaina (70%) e papaina (67%), contudo,
verifica-se a substituicdo de alguns residuos conservados nas outras cisteinas
proteinases. Estas substituicdes podem justificar a distinta especificidade da papaia
proteinase IV (RITONJA ef al,1989).
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Nessas proteases o residuo de cisteina 25 € facilmente oxidado, resultando em
inibi¢do da atividade enzimatica. Esta situa¢do € rapidamente revertida com a formagao
de ponte dissulfeto, por adi¢do de tiol ou outro agente redutor com potencial redox mais
negativo, a exemplo do ascorbato (ETEHERINGTON E BARDSLEY, 1995).

No proprio latex ha presenga de um peptidio de baixo peso molecular, o inibidor
de papaina, que se conjuga mais fortemente em pH superior a 5,5, que € o da polpa de
algumas cultivares (SEYMOUR, TAYLOR e TUCKER, 1993). Usualmente a inibigado
dessa protease ocorre por exposi¢do ao ar e a metais pesados (cobre, ferro etc), que
atuam sobre o grupo sulfidrila do sitio ativo, bem como por fotoxidagdo do triptofano
através da luz ultravioleta (POUTER e CAYGILL, 1985).

Durante o armazenamento do latex desidratado, adicdo de agucares,
particularmente sacarose, NaCl e de anti-coagulante reduz a atividade proteolitica, em
decorréncia da mudanga de pH. Por outro lado, na presenga de tetrationato de sodio,
ascorbato, EDTA e bissulfito de sodio a atividade proteolitica € preservada (ORTIZ et
al., 1980; ESPIN E ISLAN, 1996).

A procaricapaina ¢ a forma de expressdo natural da caricapaina. Este zimogeno
terminal. A pro-regido forma um dominio globular que se liga ao dominio C-terminal da
caricapaina madura. Contém ainda, uma cadeia polipeptidica linear que ocupa a regido
de encaixe do substrato e esta conectada ao N-terminal da caricapaina. A ativagdo da
enzima requer, portanto, a dissociagio do pro-dominio e clivagem da cadeia

polipeptidica linear da pro-regido (GROVES et al,1996).

Outras espécies de Carica também possuem proteases. Por exemplo, Baeza,
Correa e Salas (1990) obtiveram latex C. cadamarcemsis L com elevada atividade
proteolitica, porem capaz de causar inflamagdes na cavidade oral quando consumido.
Por eletroforese em gel de poliacrilamida, visualizaram duas bandas principais com

mobilidade distinta das encontradas para as enzimas do C. papaya.
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O papel dessas proteases no fruto ndo esta completamente elucidado. Sugere-se
uma agdo contra insetos e fungos, tomando como exemplo o fato do suco digestivo de
insetos predadores poderem converter a propapaina em enzima ativa. (SEYMOUR,

TAYLOR e TUCKER, 1993).

2.3- Producio de papaina e similares

No processo empregado para obtengdo de papaina, a coleta do latex ¢ efetuada
por incisdes longitudinais, inferiores a 3 mm de profundidade, de forma a ndo causar
sua contaminag¢do pelo suco do fruto, nem modificagdes no sabor da polpa. Para facilitar
o escoamento do latex, esta atividade € exercida em horarios com temperatura mais
amena, uma vez que a velocidade de solidificagdo do latex € dependente da temperatura
(POULTER e CAYGILL, 1985).

O padrdo de sangria € bastante variavel por sofrer influéncia de diversos fatores
como as condi¢des climaticas, idade da planta, tamanho e grau de maturagido do fruto
etc. Madrigal ef al. (1980) realizaram uma investigagdo detalhada sobre este tema e
concluiram como adequada a realizag@o de trés incisdes por fruto imaturo, com quatro
dias de intervalo entre as coletas. Afirmam ainda que a sangria de frutos jovens pode
ndo ser recomendada quando o maméio também € comercialmente importante, pois esta

pratica acelera o amadurecimento e reduz a produg@o de frutos.

Burdick (1957) propds um método interessante para produgdo de papaina, que
ndo tem sido adotado. Consiste na plantagdo de alta densidade de mamoeiros, 100.000
pés/ha, com crescimento até 1 m de altura. As plantas sdo colhidas por corte acima do
nivel do solo, podendo ser regeneradas ou haver um novo plantio. O material é picado e

prensado para obten¢do da enzima.

O latex coletado deve ser rapidamente processado, pois o contato prolongado
com o ar afeta sua vida util. Ele € filtrado como tal ou dissolvido em agua, adicionado
ou ndo de estabilizante, por exemplo metabissulfito de so6dio. Em seguida € desidratado

entre 50 e 55C, geralmente em secadores de cabine. Ha grande perda de atividade

10
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proteolitica, escurecimento e crescimento microbiano em latex seco sob o sol. A
secagem por "spray-dryied" € mais utilizada para latex parcialmente purificado e a
liofilizagdo para enzima pura. O isolamento e purificagdo das enzimas do latex € feito
por centrifugacg@o, filtragdo em solugdo aquosa ou agua/glicerol, e principalmente, por
precipitagdo com sais ou etanol (ORTIZ et al., 1980; POULTER e CAYGILL, 1985,
ESPIN e ISLAM, 1996).

A papaina deve ser acondicionada e armazenada de forma a garantir baixas
temperaturas, auséncia de luz, de ar e de umidade. Temperaturas de 25 a 37°C reduzem
a atividade proteolitica em 16% (DHAWALIKAR e PANDIT, 1982).

A biotecnologia vem sendo empregada na obtengio de papaina. A enzima
produzida por transferéncia genética para FEscherichia coli é imunologicamente
reconhecida como papaina, com pro-regides recombinantes apresentando cerca de 73%
de identidade seqiiencial (COHEN, FLUHARTY e DIHEL, 1990; TAYLOR et al.,
1995).

Hebbel e Monti (1982), listam recomendagdes para o trabalho com
microrganismos, destacando-se entre elas algumas orientagdes no intuito de evitar
produgdo de esporos ou metabolitos indesejaveis: as enzimas devem ser oriundas de
microrganismos ndo patégenos ao homem e aos animais; deve se assegurar de estudos
sobre toxidade, agdo carcinogénica, teratogénica e mutagénica; a introdu¢do de novas
variedades de cultivo deve seguir normas similares as exigidas para admissdo de novos

medicamentos; os cultivos devem ser isentos de antibioticos com ag@o terapéutica.

Uma outra protease vegetal € a ficina, obtida de diferentes espécies do género
Ficus, a partir de frutos verdes. A bromelina também bastante conhecida, provem da
polpa e do caule do abacaxi - Ananas comosus. Ambas exigem cuidados similares ao
processamento de papaina. A literatura cita outras proteases, como a actinidina do kiwi,
a pinguinaina da bromélia pinguim, proteinases da pera, proteinases do gravata (MELO,
1980; LEWIS e LUH, 1988; ROWAN, BUTTLE e BARRETT, 1990; ROMANELLI,
TORRES-QUEIROZ e CERON, 1994).
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Também sdo obtidas proteases de tecidos animais, como a quimotripsina € a
tripsina, e de microorganismos, dentre eles Aspergillus, Mucor e Bacillus. Sdo extraidas
por ruptura dos tecidos, utilizando métodos quimicos: alcalis, detergentes, choque
osmotico, EDTA combinado a lisozima etc. Pode se optar pelo emprego de métodos
fisicos tais como choque térmico, sonicagdo, trituragdo ou agitacdo com abrasivos

(WISEMAN, 1991).

Para o isolamento e purificagdo dessas enzimas diferentes métodos podem ser
utilizados: concentragio por precipitagdo, ultrafiltragdo ou liofilizagdo; cromatografia de
filtragdo em gel, troca i0nica, afinidade e interagdo hidrofobica; HPLC; eletroforese;
cromatofocalizagdo etc. (WISEMAN, 1991).

2.4- Aplicacio industrial da papaina

As enzimas s3io consumidas diariamente como constituintes naturais de
alimentos frescos e fermentados. Embora muitos trabalhos tenham sido realizados sobre
0 tema, a sua presenga como ingrediente intencional ou coadjuvante de processos
industriais ainda € limitada e deve cumprir as exigéncias de inocuidade e pureza
requeridas pela FAO/OMS, principalmente quando disponivel na forma de po

concentrado.

Por serem proteinas, podem desencadear respostas imunologicas indesejaveis,
cujo risco € maior para manipuladores, que trabalham com concentrados enzimaticos,
do que para o consumidor final (HEBBEL e MONTI, 1982, TUCKER ¢ WOODS,
1995). Ha registros de asma ocupacional em trabalhadores da industria de papaina e
casos individuais de alergia ao mamdo e a carne amaciada, confirmados pela

sensibilidade mediada por IgE (BUSH e HEFLE, 1996).

O aspecto toxicologico se torna relevante quando sdo utilizadas enzimas
microbianas. A obtengdo de enzimas exige tratamentos térmicos suaves para
manuteng@o de sua atividade, portanto, as temperaturas empregadas ndo s3o suficientes

para destrui¢do de toxinas formadas naturalmente durante o cultivo dos microrganismo
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ou por contaminagdo com patogenos (HEBBEL e MONTI, 1982, TUCKER e WOODS,
1995).

Um outro risco advém da possibilidade da enzima permanecer ativa no trato
gastrointestinal humano, promovendo danos. A este respeito, excetuando-se a atividade
residual de proteases bacterianas em alimentos assados ao forno e da papaina na cerveja,
ndo ha evidéncias significativas para as demais enzimas adicionadas aos alimentos

(HEBBEL e MONTI, 1982, TUCKER e WOODS, 1995).

O desenvolvimento tecnologico permitiu aumentar a produgdo de enzimas e
consequentemente, tornar o seu pre¢o mais atrativo para a indastria. O beneficios
comerciais, advindos do seu emprego, podem ser resultantes de uma maior
padronizagdo do processo, melhoria na conversio da matéria prima, beneficios
ambientais, entre outros. Dentre as vantagens tecnologicas tem-se a qualidade do
produto, superior ao tradicionalmente elaborado, agilidade do processamento, geragdo

de novos produtos e ampliag@o da oferta daqueles de reduzida obtengdo natural.

Na produgdo de alimentos derivados do trigo, o uso dessa enzima se relaciona,
sobretudo, com a adequagdo da qualidade da farinha disponivel ao produto desejado
(Tabela II). A proteolise interfere nas propriedades reologicas do gliten- polimero
formado basicamente por glutenina e gliadina - apresentando uma relagio direta com o
bindmio concentragdo/tempo. As principais mudangas se manifestam sobre a
viscoelasticidade, capacidade de retengdo de gases e propriedades térmicas. O emprego
desta enzima deve ser muito bem controlado para evitar lise excessiva. Sua agdo € mais
severa que a da bromelina e da ficina, logo o seu uso € mais seguro na elaboragdo de
wafers, bolos e crackers Entretanto, sua atividade pode ser limitada pela presenca de
concentragdes significativas de inibidor de papaina em algumas farinhas (HAMER,
1995).

Nao obstante, os benéficos efeitos da adigdo dessa enzima a cervejas,
promovendo a redug@o da relag@o agucares fermentaveis/ nitrogénio total, resultando em
cervejas de boa qualidade e excelente propriedade espumante (CARRILLO E LOPEZ,

1996) e evitando a complexagdo polifenol/carboidrato/ proteina, indesejavel por se
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manifestar como turbidez da refrigeracdo (ETEHERINGTON e BARDSLEY, 1995), a
sua aplicabilidade nesta area industrial é discutivel face aos registros de atividade
proteolitica no produto final (HEBBEL e MONTI, 1982).

Tabela II - Derivados do trigo x tipo de farinha desejado.

PRODUTO PROTEINA NA QUALIDADE DA FARINHA

FARINHA ("4)

Pao branco 11-12 Meio forte
Pao integral 14-16 Forte

\‘ Biscoito 8-10 Fraca, trigo brando

| Cracker ) ~9-10 ) ~ Média

| Bolo 7-9 Muito fraca

| Massa 12-14 Meio forte, trigo durum
"Noodles" 9-10 Boa, trigo brando

Fonte: Hamer, 1995.

Os derivados de frutos e hortaligas constituem um campo promissor para o
emprego de papaina. O uso de proteases em substituicdo a métodos tradicionais de
inibi¢do do escurecimento enzimatico, tais como adi¢do de sulfito e modificagcdo do
substrato, tem sido avaliado por diversos pesquisadores. Labuza, Lillemo e Taoukis
(1992) verificaram que a ficina e a papaina s@o tdo efetivas quanto o sulfito na inibigio
do escurecimento em batata e maga, sendo mais significativo o efeito da papaina sobre o
ultimo alimento. Este efeito € atribuido a ligagdo ou hidrdlise de sitios especificos da
PPO (polifenoloxidase) responsaveis pelo escurecimento. As diferengas quantitativas
detectadas na a¢do das enzimas testes poderiam ser atribuidas as variagdes na estrutura e
sequéncia das moléculas de proteinases e de PPO. A interagdo entre proteina inibidor de

batata e papaina nao foi observada por Ockerman, Harnsawas e Yetim (1993).

Em alguns sucos, a exemplo do tomate, a consisténcia e turbidez promovidas
pela presenga de pectina sdo desejaveis. Entretanto, a propria matéria-prima possui

pectinesterases que ao atuarem sobre a pectina, fluidificam e clarificam o suco. Para
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evitar esta ocorréncia o produto deve ser pasteurizado e adicionado de estabilizadores,
dentre eles a papaina que atua aumentando o desdobramento do pectato de calcio
(HEBBEL e MONTI, 1982).

Foi estudado por Diaz et al. (1997), o efeito de trés proteases - papaina de C.
papaia, aspartil proteinase de Aspergillus oryzae e pronase E de Streptomyces griseus-
sobre a protedlise e qualidade sensorial de lingiiga fermentada desidratada. Por

eletroforese, SDS-PAGE, observou-se que a hidrélise de proteinas de alto peso

molecular, sarcoplasmaticas e miofibrilares, foi maior em salsichas nas quais foram
adicionadas enzimas, especialmente de papaina. Durante a maturagao, foi registrado um
aumento da formagdo de tiramina e histamina, cujos teores devem ser observados para

que ndo ocorram respostas organicas indesejaveis no homem.

A aplicagdo de papaina em carnes visa, predominantemente, a melhoria da
textura. Sua agdo, similar a das catepsinas do animal, € efetiva sobre as miofibrilas.
Logo, os resultados sao mais evidentes quando a causa da dureza da carne ndo depende
do tecido conjuntivo, por exemplo, em situacdes de encurtamento pelo frio ou tempo
insuficiente de maturag@o, além do aspecto genético. A sua escolha em detrimento da
bromelina e ficina, que tém boa atividade catalitica frente ao colageno, deve-se ao custo,

seguranga e difusdo de conhecimentos.

Essa enzima também pode ser empregada em outras areas da induastria de
alimentos, dentre elas a de hidrolisados protéicos a base de pescado, cereais, soja,
proteinas lacteas etc. Nestes produtos a agdo de proteases, diferentemente da hidrolise
em meio acido, ndo destréi certos aminoacidos, como o triptofano, nem promove

racemizagdo (HEBBEL e MONTI, 1982).

2.5- Bioquimica da carne

A carne magra contém aproximadamente 75% de agua, 18% de proteinas, 3%

de gorduras, 3% de constituintes soliveis ndo protéicos, além de vitaminas do

Alda Verdnica Souza Livera 15

e



Uso de papaina bruta de mamao verde (Cariiu pgogpa £.) integral como amaciante de carne

complexo B, glicidios e sais minerais como elementos complementares (LAWRIE,
1985).

A agua desempenha um importante papel na sua qualidade, principalmente na
suculéncia, maciez, cor e “flavor”. Por sua vez, a proteina € relevante, ndo s pela sua
quantidade, mas também devido a seu valor nutritivo devido a boa digestibilidade e

presenga de aminoacidos essenciais (OLSON, 1989).

A gordura é o constituinte que apresenta maior variagdo, 0,7 a 28,7% nos
bovinos adultos, 8,0 a 55,0 % nos suinos € 4,0 a 39,0% nos ovinos. Em decorréncia,
tem-se a flutuagdo da propor¢do da proteina e demais constituintes encontrados na
carne. O teor de umidade, por exemplo, que via de regra € mais elevado nos musculos
que desenvolvem maior atividade, mantém uma relag¢do inversa com o teor de gordura.
Com relagdo ao sexo e idade, constata-se que os machos possuem menor propor¢ao de
gordura intramuscular que as fémeas, sendo esta propor¢do maior nos animais castrados
do que nos ndo castrados e que os animais jovens sa3o menos predispostos ao acumulo
de gordura subcutanea e intramuscular. Excetuando a agua, os demais parametros
aumentam com a idade (LAWRIE, 1985, PARDI ez al., 1995).

O interesse pelos lipidios da carne € devido ao seu valor energético, presenca de
acidos graxos essenciais, vitaminas lipossoliveis e fosfolipidio. Acresga-se a estes
dados, a influéncia que os lipidios exercem sobre as caracteristicas organolépticas,
especialmente sobre a textura e “flavor” (CASEY, 1992). Este constituinte € tido como
fator limitante a boa aceitagdo de carnes provenientes de animais jovens (KASTNER E
FELICIO, 1980).

Neste contexto, torna-se incorreto determinar a qualidade da carne sem
considerar os aspectos relativos a preferéncia do consumidor. Esta preferéncia ¢é
representada pelo “flavor”, cor, textura e suculéncia da carne. Destes atributos, segundo
Jeremiah e Murray (1984), a textura € o que mais contribui para aceitagdo, pos-cocgdo
dos diferentes tipos de carne. Essa textura € determinada pela genética, idade, sexo, tipo
de musculo, condi¢gdes de pré-preparo € método de cocgdo (Jeremiah, 1978). Cross

(1994) sugeriu que a variabilidade na dureza de um musculo nédo é tdo significativa na
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carne suina, ovina e bovina jovens, quanto em bovinos adultos, nos quais estas
caracteristicas dependem do colageno e do encurtamento das fibras musculares no

periodo pos-abate.

O colageno € o constituinte principal do tecido conjuntivo juntamente com a
elastina. Suas moléculas se unem nas extremidades e adjacéncias, formando fibrilas.
Seu mondmero ¢ uma proteina cilindrica com aproximadamente 2.800 A de longitude e
14-15 A de didmetro. Possui uma estrutura de superhélice com trés cadeias
polipeptidicas, cada uma com peso molecular de 100 kDa. Sdo conhecidas 19 tipos
genéticos de colageno na natureza, destes pelo menos as formas polimorficas I, III, IV e
V podem influenciar na qualidade da carne. As cadeias peptidicas sdo unidas entre si
por pontes de hidrogénio, sendo excecdo o tipo III, que apresenta pontes dissulfeto
intramoleculares no peptidio ndo helicoidal carboxiterminal. O tipo IV também se
destaca por sua complexidade (PARDI et al., 1995; SHIMOKOMAKI ef al., 1991;
PIHLAJANIEMI e REHN, 1995). A estrutura do colageno se diferencia da o-hélice
tipica devido ao teor elevado de hidroxiprolina e prolina. Um outro destaque na sua
composi¢do aminoacidica € a presenga de hidroxilisina. A glicina por sua vez,
representa quase um ter¢o do total de residuos, sua distribui¢do € uniforme, ocupando
cada terceira posi¢do ao longo de quase toda molécula, exceto nos primeiros 14 residuos
da extremidade N-terminal e os 10 ultimos da extremidade C-terminal, formando entdo
os telopeptidios (FENNEMA, 1992; PARDI e7 al., 1995).

Nas cadeias polipeptidicas do colageno ocorrem oxidagdes da prolina e da lisina
a suas formas hidroxiladas, hidroxiprolina e hidroxilisina. QOutra ocorréncia é a
formagdo de A-semialdeidos a-aminoadipicos, resultantes da oxidagdo da lisina e da
hidroxilisina intermediada pela lisiloxidase. Estes compostos participam das ligagdes
cruzadas intra e intermoleculares do colageno e, como conseqiéncia, reduzem sua
solubilidade. Com o avan¢o da idade do animal ou atividade fisica excessiva a carne se
torna menos tenra, em decorréncia do aumento das referidas ligagdes, bem como pela
mudanga destas ligagdes cruzadas para uma forma madura ou ndo redutivel, estavel,
cuja natureza ndo esta completamente elucidada, mas tem-se como exemplo a formagéo
de piridinolina que se origina da associa¢do das cetoaminas (BAILEY, 1989; BAILEY e

LIGHT, 1989). Em pescado o fendmeno ¢ diferente, apesar dos peixes em idade mais
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avangada possuirem um maior teor de colageno, este ¢ débil, com poucos enlaces

cruzados (FENNEMA, 1992).

As colagenases naturalmente encontradas nos animais quebram apenas uma
ligagdo de cada cadeia peptidica da molécula e tém baixa atividade frente ao colageno
nativo. Quando estas enzimas sdo de origem microbiana, a degradagdo promovida €
efetiva em toda a proteina. Proteinases distintas das colagenases atuam na regido
telopeptidica podendo reverter o enlace cruzado, desnaturam o colageno, tornando-o
acessivel a a¢do das colagenases. A participagdo das colagenases no amaciamento pos-
morte ainda ndo ¢é fato concluido (FENNEMA, 1992; WIKLUND et al., 1997).

A elastina é uma proteina fibrosa e resistente, que difere dos demais
constituintes do tecido conjuntivo pela constituigdo fisico-quimica e propriedades.
Apresenta elevado conteido de glicina e prolina e maior proporg@o de valina e alanina
que o colageno. O seu teor de hidroxiprolina € de 1 a 2% da molécula. Sua contribuig@o
para a dureza da carne € significativa, apesar de representar apenas 0,5% do total de
tecido conjuntivo existente no musculo. Alguns musculos sdo excegdo, a exemplo do

semi-membranoso, no qual a contribui¢do da elastina € de 37% (LAWRIE, 1985).

O elevado conteido de aminoacidos apolares, junto as ligagcdes da desmosina,
tornam a elastina extremamente insolivel e resistente a maioria das enzimas do trato
digestorio. Porém € hidrolisada pela elastase pancreatica e pela papaina (PARDI et al,,
1995).

A organizagido do tecido muscular (Figura 02) é bem mais complexa que a do
tecido conjuntivo, suas proteinas sdo classificadas como sarcoplasmaticas e
escleroproteinas ou miofibrilares. No primeiro grupo estdo inseridas, dentre outras
substancias, miogénio, mioglobulina, mioglobina e hemoglobina, sendo estas duas
ultimas responsaveis pela coloragdo tipica da carmne vermelha (FENNEMA, 1992;
PARDI et al., 1995).

As miofibrilas s3o estruturas cilindricas longas e delgadas, com didmetro de 1 -

2 nm, orientadas no sentido longitudinal da fibra muscular. Nelas sdo observados
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filamentos finos e filamentos grossos. A organizagdo paralela das bandas das
miofibrilas geram um aspecto estriado, com alternancia de faixas claras e escuras. Sob
microscopia de polarizagdo, a faixa escura, denominada banda A, € anisotropica,
enquanto a faixa clara, banda I, € isotropica. Na porgdo central da banda A, evidencia-se
uma zona mais clara, a banda H, que com freqiiéncia apresenta em seu centro uma linha
M mais escura. No centro de cada banda I, ha uma linha transversal escura chamada
linha Z. A unidade funcional do tecido é o sarcomero, localizado entre duas linhas Z
subjacentes (FENNEMA, 1992; PARDI ez al., 1995).

plal&culas dc nctina G

=

.
Filameontes 1
o acuea ¥ 2

e et

Fonte: Pardi et al., 1995

FIGURA 2 - Representac@o diagramatica da estrutura do musculo.
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O constituinte basico dos filamentos grossos é a miosina, proteina com peso
molecular de 470 kDa, constituida de duas cadeias polipeptidicas idénticas de alto
conteudo de estrutura a-helicoidal, formando surperhélice. A molécula possui duas
cabegas globulares N-terminal, responsaveis por sua atividade enzimatica (ATPase) e
por sua capacidade de interagir com a actina. Cada cabega globular esta associada a
duas "cadeias leves" distintas, alcalina e DTNB -obtida pelo tratamento com CS5,5'-
ditiobis-2-acido nitrobenzoico. A perda da primeira cadeia leva a redugdo da atividade
enzimatica da miosina (FENNEMA, 1992; PARDI et al., 1995).

A miosina pode ser quebrada pela tripsina, ou outras proteases, em regido

proxima a porgdo globular. Assim, sdo originadas a meromiosina leve € a meromiosina
pesada, que contém as estruturas globulares, mantém a atividade enzimatica e a
capacidade de interagir com a actina. Estes fragmentos da miosina, bem como os seus
subfragmentos sdo obtidos pela aplicagdo de proteases. A papaina atua primariamente
bem proximo a regido globular da miosina, liberando-a da porg@o cilindrica da
molécula; posteriormente, rompe esta ultima porgado, produzindo o subfragmento 2 e a
meromiosina leve (FENNEMA, 1992; PARDI et al., 1995).

Os miofilamentos delgados s@o constituidos predominantemente por moléculas
de G-actina, proteinas globulares que se alinham em duas colunas formando uma hélice.
Este arranjo origina entdo, o polimero F-actina, que reage com a miosina e seus

fragmentos (FENNEMA, 1992; PARDI ez al., 1995).

Outras proteinas contracteis com papel auxiliar também s3o encontradas:
tropomiosina, troponina e [-actina no filamento delgado; proteina C no filamento
grosso; a-actina € Z-nina na linha Z; miomesina e creatina quinase na linha M etc

(Tabela III).

Cada filamento grosso possui cerca de 400 moléculas de miosina que se
polarizam, unindo cabega contra cauda em duas diregdes. Esta polaridade permite a
contragdo. Quando os ions Ca™" estdio no interior do reticulo sarcoplasmatico, a presenga
de ATP e Mg' " nio induz a atividade ATP4sica da miosina, o musculo se encontra em

repouso. Em resposta a um estimulo elétrico nervoso, o reticulo sarcoplasmatico cede
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jons Ca"™"

2

com um umbral de 107 M, a atividade enzimatica da miosina ¢ ativada,

produzindo a hidrolise do ATP e a contragdo muscular, devida a interagdo momentanea

miosina/actina. O reticulo sarcoplasmatico recupera o calcio e o musculo retorna a

condigdo de relaxamento. Este ciclo é continuo, desde que haja estimulo e energia
(PARDI et al., 1995; LEHNINGER, NELSON e COX, 1993).

TABELA III - Proteinas miofibrilares do muasculo esquelético

Proteinas Locahizacao
Proteinas contrateis
Miosina Banda A
e Actina  {Bandal
roteinas reguladoras |
Maior B o
Troponina Bandal
Tropomiosina Banda |
Menor
Proteina M Banda A
Proteina C Banda A
Proteina H Banda A
Proteina F Banda A
Proteina I Banda A
Proteina X Banda A
Actina B Extremidade da actina
Actina Y Banda I

Filamentos intermediarios

Desmina Periferia das miofibrilas
R Vimentina _ |EntrelinhasZ

Filamento R
e , Conectina Jungdo A-T
Constituinte disco Z 7 S

a-actina Disco Z

Proteina Z Disco Z

Proteina 34 K Disco Z

Z-nina Disco Z

ABP Disco Z
QOutras proteinas

Vinculina Sarcolema

Nebulina Banda A

Paratropomiosina | Jungdes A-I

Fonte: Pardi et al., 1995.
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Logo apés o abate do animal, os musculos ainda sdo elasticos e contrateis,
respondem a tragdo e aos estimulos elétricos. Estas propriedades perduram enquanto
houver ATP nos tecidos, evitando a formagdo permanente e consequente rigidez da
actomiosina. Quando suas reservas de energia se esgotam, instala-se o "rigor mortis".
Nesta condig@o a qualidade da carne € inferior. Dentro de determinados limites ha uma
relagdo entre a contragido das miofibrilas e o grau de maciez da carne, mais significativa
do que o efeito da quantidade/qualidade do colageno sobre a maciez da carne. Faz-se
necessario aguardar a maturagdo da carne, que compreende especialmente a resolugao
do rigor e alteragdes bioquimicas de "flavor" (KASTNER E FELICIO, 1980).

Um dos fendmenos mais importantes no tecido muscular pos-morte € a
diminuigdo do pH, resultante principalmente do acimulo de lactato e H', obtidos na
respiragdo anaerobia. A glicolise sob condigdes naturais, termina quando o pH inicial
mente de 7,4, alcanga cerca de 5,5, que € o ponto isoelétrico da miosina. Além desta
acdo direta, a mudanga de pH promove a resolu¢do da rigidez muscular por ser
favoravel a atividade de proteases cisteinicas endogenas, as calpainas e catepsinas. O
elevado teor da calcio no sarcoplasma também estimula as proteases. Para alguns
autores ainda € discutivel a acdo destas enzimas, por serem lipossomais, pela presenga
de inibidores fisiologicos endogenos, as cistatinas, e ainda pelo numero de substratos
possivelmente envolvidos na resolug@o do rigor (PARDI ef al, 1995; KOOHMARALIE,
1996; GIL e SARRAGA, 1997, WIKLUND et al., 1997).

2.6- Técnicas para amaciamento de carne

No intuito de melhorar a qualidade da carne sdo aplicadas diversas tecnologias,
que compreendem mudangas genéticas para melhoramento de ragas, praticas de
alimentagdo e manejo, cuidados anteriores ao sacrificio, condi¢des de maturagdo,

sistema de amaciamento, formas de cocgao etc.

Com relagdo as condi¢des de maturagdo, o método tradicional de pendura da

carcaga pelo tenddo de Aquiles, mantém os musculos em posi¢do contraida durante o
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estabelecimento do "rigor mortis", resultando em carne menos tenra quando comparado
a suspensdo da carcaga pelo orificio obturador do coxal - pélvis, com excegdo do corte
denominado comercialmente de filé (M. psoasmajor). Esta segunda técnica acarreta
algumas desvantagens tais como a deformag@o da carcacga e das pegas, necessidade de
maior espago lateral e pé-direito mais baixo nas camaras de armazenamento
(KASTNER e FELICIO, 1980, TAKAHASHI, 1991).

Especial atengdo deve ser dada a relagdo tempo/temperatura capaz de prover a
maturagdo da came, de modo a evitar alteragdes quimicas e microbiologicas
! responsaveis pela deteriora¢do ou formagao de constituintes indesejaveis. A Tabela IV €
| uma sugestdo de condigdes favoraveis a maturagdo natural da carne bovina (MELO,
1980).

Tabela IV - Relagdo temperatura x tempo para maturag@o da carne bovina.

TEMPERATURA (" () TEMPO
0,0a2,0 2 a 3 semanas

7,2 . 5 a 6 dias

12.7 | 3 a4 dias

20,0  2dias

Fonte: Melo, 1980.

Avaliando outros sistemas de emprego do frio como o VFC- resfriamento muito
rapido- onde a carne alcanga -1'C em 5 horas pos-morte, Joseph (1996) ndo encontrou
melhorias significativas sobre a qualidade da carne, discordando dos resultados obtidos
por Jaime ef al (1993) que evidenciaram uma melhor textura. Ainda sobre o tema,
McGeehin, Sheridan e Butler (1999) ao avaliarem o resfriamento ultra rapido, -20°C em
3,5 horas, verificaram o amaciamento da carne e uma menor perda de peso por
evaporacdo. Estas divergéncias encontradas na literatura podem ser explicadas pela
heterogeneidade de processos, principalmente quanto a defini¢gdo do tempo pés-abate

para inicio da aplica¢@o do frio e das temperaturas limites.
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Resultados tém sido satisfatorios, com uma técnica alternativa de maturagdo que
consiste em embalagem a vacuo com armazenamento a baixas temperaturas aplicados
aos cortes comerciais. O mecanismo de agio especifico € desconhecido, embora sugira a

associag@o com protedlise e atividade bacteriana (TAKAHASHI, 1991).

Um outro recurso disponivel para o amaciamento da carne € a passagem de uma
corrente elétrica pela carcaga, recomendavel apenas no inicio da fase "post mortem",
isto € na primeira hora apds o abate, uma vez que o sistema perde a eficiéncia com a
instalagdo do rigor. Sua primeira patente industrial data de 1951 (TAKAHASHI, 1991),
entretanto um real interesse pelo seu emprego em larga escala ocorreu apenas no inicio
dos anos 60, quando Locker e Hagyard (1963) elucidaram o indesejavel encurtamento
das fibras musculares pelo frio, em animais recém abatidos. Em seguida, tornou-se
comum em diversos paises o emprego da corrente elétrica, mesmo sem um maior
conhecimento cientifico quanto ao melhor sistema de aplicagdo, havendo inclusive
contradi¢es quanto ao seu efeito. A literatura mostra grande variabilidade combinagdes
empregadas para a estimulagdo elétrica da carcaga: voltagem, amperagem, freqiiéncia,
tempo de aplicagido e duragdo do estimulo, e caracteristicas dos pulsos (KASTNER e

FELICIO, 1980).

O estimulo elétrico ao causar danos a membrana celular e fragmentagdo das
fibras musculares e do tecido conjuntivo, pode promover o abrandamento da carne.
Hirschler e Sams (1998), por exemplo, demostraram a efetividade do estimulo elétrico
em escala comercial. Feijo e Muller (1994), por sua vez, verificaram que o estimulo
elétrico de baixa voltagem n3o afetou a qualidade da carne, tendo como parametros a
maciez, suculéncia, palatabilidade, for¢a de cisilhamento e comprimento do sarcomero.
Segundo Takahashi (1991), a grande variabilidade da temperatura do musculo apods a
estimulagdo, constitui um complicador, tornando dificil o controle da glicolise e da

protedlise .

Outra técnica empregada para a melhoria da qualidade da carne é o amaciamento
mecanico. A eficiéncia desta técnica é dependente da velocidade e do niumero de
passagens através da maquina. O seu efeito € observado na ruptura das miofibrilas e do

tecido conjuntivo. Para sua aplicagdo sdo necessarios cuidados para evitar exudagio
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excessiva e contaminag¢do microbiana, neste sentido os resultados sdo mais favoraveis
quando o amaciamento € realizado proximo ao momento de cocgdo (KASTNER e

FELICIO, 1980)

Considerando a relagdo entre calcio e contragdo/relaxamento muscular,
observou-se que a inje¢do de cloreto de calcio pés rigor, um dia apos sua aplicag@o,
reduziu a forga de cisilhamento, alcangando uma maciez maxima aos 14 dias
(WEHEELER, KOOHMARAIE ¢ SHACKELFORD, 1997). Os polifosfatos também
demonstraram ser eficazes no aumento da maciez e suculéncia, por melhorar a reteng@o

de agua (SHEARD et al., 1999).

Marinar a carne € também uma tecnologia aplicada para o amaciamento. A
acidificag@o do musculo utiliza o acido acético ou latico até 0,15 M, para atingir um pH
final ndo inferior a 5. A ultrapassagem deste limite, apesar de se obter uma carne mais
tenra, modifica o sabor, que se torna mais acido, quando percebido sensorialmente
(SEUSS e MARTIN, 1991; HASHIM, MCWATTERS e HUNG, 1999). Oreskovich et
al. (1992), ao realizarem observagdes ultraestruturais, identificaram que as estruturas da
linha Z, linha M e filamentos delgados estavam visiveis e levemente fragmentadas, em

carne marinada a pH 5,38.

O amaciamento de carne por enzimas proteoliticas depende da natureza da
enzima empregada, da sua concentragdo, técnica de aplicagdio etc. Os métodos
empregados sdo a pulverizagdo da pega de carne, imersdo em solugdo enzimatica ou
aplicag@o por aerossol, sistema de injecdes multiplas musculares ou inje¢do direta no

sistema circulatorio ainda funcionante.

O principal critério para escolha do método € a uniformidade da distribuigdo de
enzimas nos tecidos, pois sua retengdo na superficie da carne resulta em pega com o
interior pouco brando e o exterior sobre-amolecido. Para minimizar este problema a
forma e o volume da carne devem ser considerados. A associa¢do com a perfuragdo

mecanica € uma alternativa, pois favorece a dispersdo das proteases (MELO, 1980).
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Bernholdt (1975) relata bons resultados para aplicagdo de enzimas por agulhas
multiplas, ndo obstante o surgimento de areas extremamente amolecidas nos locais
perfurados pelas agulhas. Também cita o éxito da aplica¢do por aerossol antecedida de

perfura¢des multiplas, que favoreceu a atomizagao das proteases dentro dos tecidos.

O amaciamento da carcaga inteira por aplicagdo de solugdo de proteases na
jugular do animal vivo, apresenta resultados superiores as inje¢des logo apds o abate,
face a uma melhor distribui¢do das enzimas. Entretanto, para um bom produto final é
necessario cumprir alguns critérios: as enzimas s6 podem ser utilizadas em sua forma
inibida, com ativag@o ao chegar ao musculo; a concentragdo aplicada depende da idade
do animal e de suas condigdes fisiologicas; o tempo entre aplicagdo e abate deve ser até
30 minutos (SMITH et al, 1973; MELO, 1980; RADHAKRIHNAN e
RAMAMURTHI, 1987). Por sua vez, Mendiratta e Panda (1995) verificaram um efeito
sinergista entre a inje¢do de proteases no pré-abate de aves e a aplicagdo de pressido no

periodo pés-rigor.

Melo (1980) encontrou diferengas no poder de amaciamento por uso de
proteases vegetais em fungdo do musculo estudado. A papaina foi mais eficiente sobre
os musculos dianteiros, o Infraspinatus e o Supraspinatus, enquanto a bromelina obteve
melhor resultado sobre o Semimembranosus. Uma solug¢do de papaina e bromelina 4:1

também fo1 testada e sua agdo foi mais efetiva frente ao Longissimus dorsi.

Um outro diferencial entre essas enzimas € a temperatura de agdo e inativagdo. A
atividade 6tima da papaina geralmente ¢ obtida entre 60 e 85°C, superior a temperatura
normalmente encontrada no interior de grandes pegas de carne cozida - 65 a 75 C-
possibilitando a continuidade da ag@o proteolitica, resultando em produto
demasiadamente macio. A ficina tem atividade maxima entre 30 e 50 C, sendo inativada

proximo a 65°C e a bromelina entre 30 e 60'C (TAKAHASHI, 1992).

O conhecimento da relag@o entre o teor de fibra muscular e de tecido conjuntivo
¢ relevante, uma vez que as proteases atuam diferentemente nestes tecidos. A bromelina
atua efetivamente sobre o colageno, a papaina tem agdo satisfatoria sobre a fibra

muscular e a elastina, enquanto que a ficina promove elevada hidrolise sobre estas trés
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fracdes do musculo (TAKAHASHI, 1992). Entretanto, a maior resisténcia térmica da
papaina favorece a sua atividade frente ao tecido conjuntivo, pois o colageno €
desnaturado durante a cocgdo, 0 que permite um maior grau de proteolise

(SHIMOKOMAKI, 1974).

No que diz respeito ao pH 6timo, a variag@o encontrada na literatura € resultante
ndo apenas ao tipo de enzima, como também ao tipo de substrato teste, além da propria
faixa de pH analisada. Considerando a papaina, quando o substrato € caseina e albumina
do ovo o pH o6timo corresponde a 7,0. Na analise de sua ag@o sobre carne bovina, com
o pH préximo aquele naturalmente obtido no pos-rigor, isto € 5 a 6, encontra-se como

ideal o pH 5,5 (MELO, 1980).
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3-Objetivos

Geral

e Obter papaina bruta de mamao verde integral para uso como amaciante de
carnes, com vistas a reduzir o desperdicio dos frutos resultantes do desbaste

e excedente de produgao.

Especificos

e [Estabelecer um processo de elaboragdo de amaciante de carnes a base de
mamao verde integral.

e Avaliar o efeito do amaciante desenvolvido sobre o valor biologico da carne
bovina.

e  Avaliar a estabilidade e aceitabilidade do produto obtido.
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4-Materiais ¢ métodos

4.1-Materiais

4.1.1-Material vegetal

Para elaboragdo do amaciante foram utilizados mamdes verdes (Carica papaya
L.), cultivar Sunrise Solo, também conhecida como Havai, correspondentes ao estadio
de desenvolvimento imaturo, no qual se realiza o desbaste da plantagdo para melhoria
da qualidade dos frutos remanescentes. Os frutos constituiram dois lotes, o lote A foi
coletado em plantio da Zona da Mata de Pernambuco e o lote B foi adquirido na

CEASA-PE.

Para o estudo da vida util do produto, foram utilizadas embalagens de vidro com

tampas plasticas rosqueaveis.

Empregou-se para testes sensoriais e ensaios biologicos o corte de carne bovina
denominado cha-de-fora (Musculum biceps femoris), adquirido no comércio local.
4.1.4-Animais

Foram utilizados 56 ratos machos (Rattus norvergicos), variedade albinus,

linhagem Wistar, provenientes do Biotério de Criagdo do Departamento de Nutrigdo da
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Universidade Federal de Pernambuco, apos o desmame aos 21 dias de idade, com peso

médio de 48,3g, distribuidos em 4 grupos de acordo com as dietas.

| 4.1.5-Amaciante comercial
Foi utilizado como padrao comercial o Amaciante de Carnes com Tempero
marca Maggi, Nestlé, para comparagdo com a papaina bruta obtida de mamio verde

integral.

4.1.6-Dietas

Foram utilizadas 4 dietas, tabela V, baseadas na AIN-93G para rato (REEVES et
al., 1993): SA- incluindo carne sem amaciante, com 1% m/m de NaCl; AC- incluindo
carne com 2% m/m de amaciante comercial , AE- incluindo carne com 1% m/m NaCl e

0,86% m/m de amaciante de carne experimental -~ e AP- dieta aprotéica.

A fonte protéica da dieta foi carne bovina (chd de fora), com ou sem amaciante
de acordo com os grupos acima especificados. Para confec¢do semanal das dietas, no
Laboratério de Nutrigdo Experimental (Departamento de Nutrigdo da Universidade
Federal de Pernambuco), utilizou-se também o6leo de milho, pré-mix de vitaminas e
minerais da Rhoester, L-metionina, L-cistina e bitartarato de colina da Vetec, celulose

microcristalina da Rhoester e amido de milho da Refina¢gdes de Milho do Brasil.

4.1.7-Equipamentos e instalacOes
Foram utilizadas instalagdes e equipamentos do Laboratorio de Lectinas e
Glicoconjugados II (Departamento de Bioquimica e Biologia Molecular da

Universidade Federal do Ceara), Laboratorio de Experimentagio e Analise de

* A proporgio de sal especificada pelo fabricante ¢ de 50%.
" Valor calculado, considerando a atividade enzimatica especifica do lote de amaciante utilizado
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Tabela V- Composigado das dietas

Quant Nutvientes (g

Constituintes i) Proteina  Ghcdio  Lipibio Sibwminmes  Minerais Fibra
Dieta SA e :

Carne 14,15 9,65 0,31 1,47 0,70

Oleo 6,00 N R 6,00

Amido 69,80 0,69 61,31 0,14 0,10

Fibra 5,00 5,00
“Mistura vitaminica | 1,00 R
Mistura salinica 3.50 3,50
Bitartarato de colina 0,25 |

L-cistma + L-| 0730 '
metionina

Total 100,00 1034 6162 761 100 430 500 35633
NDPCal% 8,12 .‘ |

Dieta AC

Carne 13,80 9,68 0,01 1,12 0,81

Oleo 6,00 6,00

Amido 70,15 0,70 61,62 0,14 0,10

Fibra 5,00 5,00
Mistura vitaminica_|_ 1,00 | oo,

Mistura salinica 3,50 1 ‘ 3,50
Bitartarato de colina 0,25 ;‘

L-cistina + L-/ 0,30

metionina

Total 110000 1038] 6163 726 100 441  500] 35338
NDPCal% 8,22

Dieta AE

Came | 1336 965 014 185 o]

Oleo 6,00 6,00

Amido 70,59 0,70 62,01 0,14 0,10

Fiba 5000 | s
Mistura vitaminica 1,00 ; 1,00

Mistura salinica 3,50 3,50

Bitartarato de colina 0,25
L-cistina + L-| 0,30

metionina_______ | | I A N T e e
Total 100,00 10,35 62,15 7,99 1,00 431 5,001 36191
NDPCal% 8,01
Dieta AP
Oleo 6,00 6,00
Amido 83,95 0,84 73,74 0,17 | 0,12
Fibra 5,00 5,00
Mistura vitaminica ooy - 000 |
Mistura salinica 3,50 3,50
Bitartarato de colina 0,25
L-cistma + L- 0,30
metionina 1
Total 100,00 0,84 73,74 6,17 1,00 3,62 5,00 353,85
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Alimentos - LEAAL, Biotério de Criagdo e Laboratorio de Nutricio  Experimental
(Departamento de Nutrigdo, Universidade Federal de Pernambuco). Os equipamentos
utilizados foram: aparelho de Soxhlet (Fanem), balanga analitica (Mettler), balanca
semi-analitica (Marte), banho-maria (Evlab), centrifuga refrigerada (Janetzki),
deionizador de agua (Permution), destilador de agua (Fanem), digestor e destilador de
Kjedahl Kjeltec Sistem (Tecator), espectrofotometro (Varian), estufa de esterilizagdo e
secagem (Fanem), fogdo (Semer), kit para eletroforese, mufla (Solo), multiprocessador

(Walita), refrigerador (Consul), secador de ar quente tipo armario (Luferco).

Para as determinagdes analiticas foram utilizados os seguintes reagentes: acido
acético, acido borico, acido citrico, acido cloridrico, acido sulfurico, acido
tricloroacético, acrilamida, beta-mercaptoetanol, caseina, catalisador -selénio e o6xido de
mercurio, cisteina, carbonato de sodio, fosfato de sodio dibasico, formaldeido, nitrato de
prata, tiosulfato de sodio, sacarose, indicador misto amoniacal e papaina (Merck); kit
analitico Proteinas Totais (Labtest Diagnostica); éter etilico, metanol, hidroxido de

sodio e tampao fosfato 0,01M, pH 7,0 (Vetec).

4.2-Métodos

4.2.1-Elaboracdo do amaciante

A produg@o do amaciante seguiu o fluxograma descrito na figura 3.

4.2 2-Estabelecimento das condicdes de secagem

Baseado na temperatura Otima para secagem de latex de mamado, descrita na

literatura (Poulter e Caygill, 1985), um ensaio prévio para o estabelecimento das

32
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condigdes de secagem foi realizado considerando tempo de secagem, em fungdo da
umidade do produto (vide item 4.2.3 - umidade obtida por gravimetria, a 105°C -
AOAC, 1995). O resultado foi expresso em curvas de secagem.

| Mamoes verdes (Carica papaya L), variedade Havai,
correspondentes ao estagio de desbaste.

Agquisiciio dos frutos

Transporte em caixas de madeira, para o LEAAL.

Transporte dos frutos

o Lavagem em 4gua corrente ¢ sanitizagdo por imersdo em agua

Lavagem / sanitizacdo clorada a 10 ppm, durante 20 minutos, seguida de enxagiic com

agua potavel.

{ Secagem sob jato de ar a temperatura ambiente.

Pesagem em balanca semi-analitica.
Pesagem

Corte e eliminagdo de pedunculo e sementes.

Trituragdo em multiprocessador.

| Desidratacio a 55 °C em secador de ar quente, tipo armario
durante 22 h.
@ | Pulverizagio em multiprocessador com granulometria de 35

mash.

Pulvérizacao

s | Pesagem em balanca semi-analiti
Pesagem 8 v e

| Acondicionamento em recipientes de vidro, com lacre externo.

Acondicionamente

FIGURA 3 - Fluxograma de elaboragido de amaciante de carne

a base de mamao verde integral.
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4.2 .3-Analise do produto

Distintos parametros fisico-quimicos foram utilizados para analise do amaciante
produzido: umidade, proteina solivel, atividade enzimatica, e Eletroforese em gel de
poliacrilamida, segundo técnicas descritas no item 4.2.5, além do rendimento do

produto, onde foi considerada a relagdo:

rendimento=  peso do produto pulverizado x 100

peso da mateéria prima

4.2 4-Elaboracao das dietas

As porgdes de carne, tratadas segundo o item 4.1.6, foram secas em estufa
ventilada a 45°C e, a seguir, pulverizadas em moinho para a obtengdo de farinhas, com
granulometria de 0,56 mm, nas quais foram realizadas as determinagdes de umidade,

proteinas, lipidios, cinzas e carboidratos (item 4.2.5).

Uma vez conhecida a composi¢do centesimal das farinhas de carne, estas,
juntamente com os demais constituintes preconizados pela AIN-93G para rato (Reeves

et al., 1993), foram utilizadas na elaboragdo das dietas apresentadas na tabela V.

Os valores de NDPCal%, expressos na tabela 05, representam a quantidade de

proteina utilizavel no total calérico da dieta, e foram medidos pelo calculo seguinte:

(*) utilizou-se o fator 0,7

4.2.5-Determinagdes analiticas

a) Proteina soluvel

34
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A proteina solavel foi determinada pelo método do microbiureto (Bailey, 1967),
com leitura a 545 nm, tendo SBA como padrdo, utilizando o kit analitico Proteinas
Totais, Labtest Diagnostica. Foi seguida a orientagdo do fabricante: 4 g da amostra
foram homogeneizados em 30 mL de tampao fosfato 0,1 M, pH 6,0, em banho de gelo;
o EB obtido foi filtrado em papel. O branco foi preparado com 0,05 mL de agua
destilada e 2,50 mL da solugdo de biureto (hidroxido de sodio, tartarato de sodio e
potassio, sulfato de cobre e iodeto de potassio); o padrdo foi obtido com 0,05 mL da
solugdo padrdo (4 g proteina/100mL) e 2,50 mL da solugéo de biureto; os testes foram
realizados com 0,05 mL d a amostra e 2,50 mL da solugdo de biureto. Agitou bem e

apos 15 minutos, fez-se a leitura a 545 nm.

Para obteng@do dos resultados, foi adotado o seguinte calculo:

Proteina mg/ml. = absorbancia do teste  x

absorbancia do padrio x 100

b) Atividade enzimatica

Para determinagdo da atividade enzimatica foi considerada a atividade da
papaina determinada no extrato bruto (EB), seguindo o método espectrofotométrico de
Kunitz (1947): 4 g da amostra foram homogeneizados em 30 mL de tampao fosfato 0,1
M, pH 6,0, em banho de gelo. Apos filtragdo em gaze, 0,1 mL do extrato bruto foi
adicionado a 5,0 mL de solugo de caseina a 1%, contendo 0,1 mL de cisteina 5 x 10
M. Para determinagdo da atividade enzimatica especifica, foram adicionados em
diferentes tubos, 5 mL de solugdo de TCA a 5%, gelada, apos 10, 11, 12, 12, 14 e 15
minutos de incubagdo a 35 °C. Apos a centrifugagdo a 3000 rpm e filtragdo em papel,
foram procedidas as leituras de absorbancia a 275 nm. Para os calculos foram

considerados os teores de proteina soluvel.

Na expressdo dos resultados de atividade enzimatica foram consideradas:
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atividade especifica = atividade total / mg proteina / mlL do EB

c) Fragdes protéicas

A metodologia para eletroforese foi adaptada de Laemmli (1970), usando-se um
sistema descontinuo dissociante em placa vertical. A concentragdo de acrilamida foi de

12,5 % no gel de separagio e 3% no gel de empacotamento.

As amostras pulverizadas (amaciante comercial, amaciante experimental, carne
sem amaciante, carne com amaciante comercial e carne com amaciante experimental)
foram dissolvidas na propor¢do de 5 mg/mL, em tampdo fosfato 0,01M, pH 7,0,
contendo SDS a 2% e beta-mercaptoetanol a 1%. A solugdo foi colocada na estufa a
110° C por 10 minutos, quando foi adicionada sacarose (concentragio final de 10%).
Foram aplicadas aliquotas de 10ul em cada pogo, e a corrida foi realizada por cerca de 2

horas em amperagem fixa ( 20 mA).

As bandas protéicas foram reveladas com reagente de prata seguindo a
metodologia descrita por Blun, Beier e Gross (1987). Esta metodologia de revelagio

consiste de dez passos descritos abaixo.

1. Durante uma hora o gel foi posto em contato com solugdo contendo metanol 50% +
acido acético 12% + 0,5ml de formaldeido/litro de solug@o, para fixagdo das

proteinas.

2. A solugdo fixadora foi removida com trés lavagens sucessivas do gel em solugio de

etanol a 50%, cada lavagem teve a duragdo de vinte minutos.

3. O gel recebeu um pré-tratamento com solugdo de tiosulfato de sodio na

concentragdo de 0,2g/L., por um minuto.

4. O gel foi lavado com agua destilada por trés vezes consecutivas, cada lavagem teve

a duragdo de vinte segundos.
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5. O gel foi impregnado por imersdo numa solugdo contendo nitrato de prata —
0,2g/100mL de solugdo + formaldeido - 75uL/100mL de solug@o, durante vinte

minutos.

6. O gel foi lavado com agua destilada por duas vezes consecutivas, com duragido de

vinte segundos cada lavagem.

7. A revelagdo das bandas protéicas ocorreu por imersdo, durante dez minutos, do gel
numa solug@o contendo carbonato de sodio — 6g/100mL de solugdo + formaldeido -

50uL/100mL de solugdo + 20mL da solugédo utilizada no pré-tratamento (passo 3).

8. O gel foi lavado com agua destilada por duas vezes consecutivas, com duragdo de

vinte segundos cada lavagem.

9. A interrupgdo da revelagdo foi realizada com imersdo do gel em uma solugio

contendo metanol 50% + acido acético 12%, durante dez minutos.

10. O gel foi lavado com metanol a 50%, a frio, durante 20 minutos.

d) Teor de umidade

O teor de umidade foi obtido por gravimetria em estufa a 105°C (AOAC, 1995),
cuja sequiéncia de procedimentos compreendeu: foram tomados 2 g da amostra,
previamente triturada, com granulometria para peneira Tyler 35, e postos em capsula de
porcelana previamente seca em estufa a 105°C e tarada; o conjunto (capsula e amostra)
foi aquecido em estufa 105 +1°C por 2 horas e resfriado em dessecador até atingir a
temperatura ambiente; em seguida foi pesado; as operagdes anteriores foram repetidas

até que a diferenca entre duas pesagens consecutivas se apresentou inferior a 0,05%.

Para obtengédo dos resultados, o seguinte calculo foi empregado:

umidade g/100g = (Pl - P2) x 100

(P1 - PO)

Onde:
PO = peso da capsula
P1 = peso do conjunto antes da secagem

P2 = peso do conjunto depois da secagem
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e) Teor de proteina

Na determinagdo de proteinas totais, foi empregado o método de Kjedahl, com o
fator de conversdo 6,25 para o contetido de nitrogénio total (AOAC, 1995): foi pesado 1
g da amostra e posto em tubo de Kjedahl; foram adicionados 7 mL de 4cido sulfurico
concentrado, na presenga de 1 g catalisador (mistura de selénio e 6xido de mercurio),
sendo acoplado ao digestor até a mostra se apresentar limpida. Em seguida, o tubo de
Kjedahl foi posto no suporte do destilador, onde foram adicionados 40 mL de 4gua
destilada e de hidroxido de sodio a 40%. O destilado foi recebido em erlenmyer
contendo 20 mL de acido borico a 3% com 5 gotas de indicador misto amoniacal;

quando, entdo, foi realizada a titulagdo com acido cloridrico 0,1N até cor rosea.

Foi empregado o seguinte calculo:

proteina g/100g = 1. 4008 x 6,25 x VX F x 100

PA

V = volume gasto de HC1 0,IN
F = fator do HC10,1N
PA = peso da amostra

f) Teor de lipidios

O teor de lipidios foi obtido por gravimetria, pelo método de Soxhlet, utilizando
éter etilico como solvente, de acordo com AOAC, 1995: foram tomados 2 g da amostra
em cartucho de papel xaroposo, o qual foi colocado no cartucho metalico e em seguida
o cartucho foi para a camara de Soxhlet acoplada ao baldo, onde passou por
sinfonagGes sucessivas de éter por 4 horas. Em seguida, foi aguardada a evaporagdo do
éter no baldo. O baldo com o extrato etéreo retido foi levado a estufa a 100° C por 3
horas. O baldo foi mantido em dessecador até esfriar, sendo pesado em seguida; o baldo
foi posto novamente em estufa a 100° C por 1 hora; apés, foi mantido em dessecador até
esfriar, sendo pesado em seguida. Os dois ultimos procedimentos foram repetidos até

obtengdo de peso constante.
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Para obtengdo dos resultados, o seguinte calculo foi empregado:

lipidios g/160g = peso do extrato etéreo x 100
peso da amostra

g) Teor de cinzas

O residuo mineral fixo, isto é, as cinzas foram determinadas gravimetricamente

(AOAC, 1995): 5 g da amostra, previamente triturada para passar em peneira Tyler 35,

foram postos na capsula, previamente incinerada; em seguida, foram queimados em

bico de bunsen até ndo liberarem mais fumaca. A amostra foi, entdo, levada a mufla a

550 =1 °C por 4 horas; logo apés, foi mantida em dessecador até atingir a temperatura

ambiente, sendo pesada em seguida. Foram repetidas as duas ultimas as operagdes até a

diferenga entre duas pesagens consecutivas ser inferior a 0,05%.

Para obtengdo dos resultados, foi adotado o seguinte calculo:

cinzas 2/100g = peso das cinzas x 100

peso da amostra

h) Teor de carboidratos

Os carboidratos totais foram calculados por diferenca:

~arboidrates g/100g = 100 - (mmidade + proteinas + lipidios + cinzas)

4.2.6-Ensaios biologicos

Os ratos ficaram em gaiolas individuais com agua e alimentacdo ad libitum, a

temperatura de 23 + 1° C, com ciclo fotoperiédico de 12 horas. Divididos em grupos

SA, AC, AE ¢ AP, de acordo com as dietas (item 4.1.6), estes animais foram
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submetidos aos ensaios para determinagdo da DA (digestibilidade aparente), do CEA
(coeficiente de eficiéncia alimentar), do CEP (coeficiente de eficiéncia protéica) e do

RPF (retengdo protéica final), de acordo com Pellett e Young, 1980.

a) DA(digestibilidade aparente)

Na determinagdo da DA foram avaliados os grupos SA, AC, AE. Para obtengdo
dos dados, as fezes foram coletadas e armazenadas regularmente, com registro de peso,
para de terminagdo de nitrogénio fecal, segundo a técnica descrita para proteinas totais.
Foram também registradas a ragdo ingerida e a ragdo rejeitada para calculo da ragéo
consumida e consequentemente do nitrogénio ingerido. Apods 28 dias o experimento foi

encerrado.

Para o seu calculo foi utilizada a seguinte férmula:

DA = nitrogénio ingerido - nitrogénio fecal x 100

nitrogénio ingerido

b) CEA (coeficiente de eficiéncia alimentar)

Foram avaliados os grupos SA, AC, AE. O peso inicial dos animais foi
registrado. Ao final de cada periodo (7 dias) foram registradas a ragdo ingerida, a ragé@o

rejeitada e o peso do rato. Apos 28 dias o experimento foi encerrado.

O CEA para cada animal foi obtido por:

CEA =  peso ganhe

racio ingerida

c) CEP (coeficiente de eficiéncia protéica)
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Foram avaliados os grupos SA, AC, AE. Similarmente ao CEA, o peso inicial
dos animais foi registrado, assim como ao final de cada periodo (7 dias) foram
registradas a ragd@o ingerida, a ragdo rejeitada e o peso do rato. A partir do calculo da
ragdo ingerida foi estimada a proteina ingerida. Apos 28 dias o experimento foi

encerrado.

O CEP para cada animal foi obtido por:

CEP =  peso ganho

proteina ingerida

d) RPF (retengdo protéica final)

Para determinagdo do RPF foram avaliados os grupos SA, AC, AE e incluido o
grupo AP. Foram registrados peso inicial dos animais, a ra¢do ingerida, a ragio rejeitada

e 0 peso dos ratos durante 10 dias.

O RPF para cada animal foi obtido por:

RPF = peso eanho do grupo prohlema + perda de
proteina ingevida

4.2.7-Analise sensorial

A carne bovina (chi-de-fora), cortada transversalmente ao sentido das fibras
musculares, em bifes de aproximadamente 0,5 cm, teve seu pré-preparo de acordo com
o grupo amostral: SA- sem amaciante: com 1% m/m NaCl; AC- com 2% m/m de
amaciante comercial AE- com 1% m/m NaCl e 0,86% m/m de amaciante de carne

. *%
experimental .

* A proporgio de sal especificada pelo fabricante é de 50%.
™ Valor calculado, considerando a atividade enzimatica especifica do lote de amaciante empregado
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O amaciante e/ou o sal foram pulverizados , uniformemente, sobre a superficie
dos bifes. Apoés 30 minutos, a temperatura ambiente, os bifes foram submetidos a
fritura, sob condigdes idénticas de tempo e temperatura (150 + 3°C / 6 minutos). Em
seguida, um painel, constituido por oito juizes treinados, os comparou através de teste
discriminativo para textura, além da cor e flavor (considerados como “outros aspectos”),
com énfase para o primeiro atributo, utilizando a ficha apresentada na figura 4
(ANZALDUA-MORALES, 1994). Foram realizadas sessdes distintas para estabelecer
comparagdes entre AS e AE, AC e AE.

Para estudo da vida de prateleira, as amostras devidamente acondicionadas,
foram armazenadas em local fresco e seco, protegido da luz, a temperatura ambiente
(25°C), e avaliadas, periodicamente, quanto a atividade enzimatica (metodologia
descrita no item 4.2.5): ao tempo zero de sua obtengdo; aos 15, 30, 45, 60, 90 e 120 dias

apos sua obtengio.

Os dados paramétricos foram submetidos a ANOVA, seguida do Teste de
Tukey, enquanto que aos dados ndo paramétricos se aplicou o Teste U de Mann

Whitney. O nivel de significancia adotado correspondeu a 5%.

Essas analises foram realizadas pelo programa SPSS for Windows-1995.
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Arralise sensoriol

Amostra: Amaciante de carne

Nome do provador: Data

Por favor, responda as seguintes perguntas.

1. Quanto a textura das amostras que vocé esta recebendo:
em relacgdo a é:
( ) muito melhor
( ) melhor
() pouco melhor
() igual
( ) pouco inferior
( ) inferior
( ) muito inferior

Por qué?

2. Considerando as demais caracteristicas sensoriais (cor e flavor):
em relacdo a é:

( ) muito melhor

( ) melhor

( ) pouco melhor

() igual

(

(

(

) pouco inferior

) inferior
) muito inferior
Por qué?
Obrigada!
FIGURA 4 - Ficha para analise sensorial
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5-Resultados ¢ discussio

5.1-Determinacao do tempo de secagem

Considerando 55 C como a temperatura de secagem de papaina recomendada por
diversos autores, citados por Poulter e Caygill (1985), foram estabelecidas curvas de
secagem no intuito de identificar o tempo adequado para desidratagdo do mama@o

triturado, como parte do processo de obteng@o do amaciante.

A Figura 5 demonstra que a maior redugdo no teor de umidade foi alcangada
apos 40 horas, entretanto ndo houve diferenga significativa quando comparada a 22
horas de permanéncia em estufa. Um menor tempo de secagem tem como vantagens
redugdo no custo de produgdo, representado pela economia de energia e rapidez da linha

de processamento, e maior seguranga na protecdo da enzima.

100

,,,,,,,,

80

—e— Ensaio 1

—=— Ensaio 2

60
40

20

Teor de umidade

0 4 8 12 16 18 20 22 40 48 65

Horas de secagem a 55 graus C

FIGURA 5- Curva de secagem do amaciante a base
de mamao verde integral

Quanto a esse segundo aspecto, sabe-se que um dos fatores limitantes da
desidratag@o tradicional do latex sob o sol é o tempo de exposi¢do, que resulta em

oxidagdo da papaina, escurecimento e alteragdo do "flavor", além de favorecer o
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desenvolvimento microbiano (MELO, 1980; POULTER e CAYGILL, 1985). O residuo
de histidina, essencial para a atividade enzimatica, ¢ sensivel a luz ultravioleta. A
redugdo do poder proteolitico também € resultante da oxidagdo do residuo de cisteina 25
(ORTIZ et al, 1980; WIEDERANDERS ef al,1991;, SEYMOUR, TAYLOR e
TUCKER, 1993).

E importante ressaltar que o tempo de secagem encontrado para o amaciante
teste € superior a0 empregado na produgdo de papaina bruta, relatado na literatura.
Sobre este aspecto devem ser consideradas algumas variaveis como diferengas
intrinsecas da matéria-prima (mamao integral x latex), temperatura empregada, tipo de
secagem (ao sol, secador de tambor, secador de cabine, "spray dryeir", tratamentos
quimicos etc.), umidade final, entre outros. Por exemplo, Ortiz ef a/ (1980) encontrou
como adequada a secagem por 6 horas a 50-55C, utilizando secador de ar corrente

(fluxo 210 cm s™), para obtengdo de papaina bruta com 6 + 2% de umidade.

Nas curvas de secagem (Figura 5) se observa uma elevagdo no conteudo de agua
apos 48 horas, que pode ser atribuida a higroscopicidade do material desidratado. Este
fendmeno ocorre de forma similar no latex em pé e na papaina. Como conseqiiéncia,
para o armazenamento se faz necessario acondicionar o produto em embalagem néo
permeavel ao vapor d'agua (DHAWALIKAR E PANDIT, 1982), a exemplo do vidro
adotado no presente trabalho. Castro (1981), em seus estudos sobre produgio de papaina
bruta e parcialmente purificada, utilizou o plastico como embalagem, entretanto o

armazenamento das amostras foi realizado em ambientes com baixa umidade relativa.

5.2- Obtencio do amaciante experimental

Uma vez determinado o tempo adequado para secagem, procedeu-se a
elaboragdo do amaciante experimental. A umidade final do produto, correspondente a
uma média de 11,46% (Tabela VI), encontrou-se um pouco acima dos valores citados o
latex desidratado, em geral 8 a 10% (ORTIZ e al, 1980; POULTER E CAYGILL,
1985). Esta diferenga pode ser explicada pelo fato da matéria fluida permitir uma maior

desidratagdo sob condig¢des similares de processo (FELLOWS, 1994). A diferenga entre
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os lotes pode ter sido influenciada pelo estado da matéria-prima (lote A colhido na

plantag@o e lote B adquirido na CEASA).

TABELA VI - Teor de umidade e rendimento médio da produgio de

amaciante de carne a base de mamao verde integral

UMIDADE (2%) RENDIMENTO (%)

Lote A 10,80 7,94
Lote B 12,11 ‘ 8,17
" 11,46 | 8,06

Pelo fato da matéria-prima consistir em mamio verde, ndo se considerou
adequado fazer comparagdes de rendimento com o latex, pois a forma de uso seria
distinta. Considerando o consumidor final, pretende-se que o primeiro esteja pronto para
aplicagdo direta na carne, enquanto que o outro se destina a purificagio e/ou

formulagdes.

Uma interpretagdo desses dados pode ser feita pela associagdo com valor
agregado: 1,5 kg de mamdo verde produz 120 g de amaciante teste, o prego da
embalagem de 120 g de amaciante comercial € 7 vezes maior que o da matéria-prima
utilizada na elaboragio do amaciante teste. E evidente que esta relagdo ndo esta
considerando outros elementos de custo tais como equipamentos, energia € mao-de-
obra; por outro lado o mamado verde de desbaste ndo tem de fato valor comercial e é

inevitavel na produgdo de maméao com qualidade para o comércio in natura.

5.3- Atividade proteolitica do amaciante experimental

A atividade da papaina foi o pardmetro de qualidade aplicado ao produto
imediatamente apOs sua obtengdo e durante o seu armazenamento (Tabela VII e Figura

6). O amaciante experimental obteve resultado de atividade total superior ao amaciante
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estatistica. Entretanto, os valores encontrados para o AE apresentaram um coeficiente
de variagdo intra grupo superior a 10%, o que € esperado em produto natural, cujo

critério de selecdo da matéria-prima foi exclusivamente visual.

TABELA VII -Valores médios de atividade proteolitica dos amaciantes.

: : ATIVIDADE ;
AMACIANTES SRR e : ATI\-"IDADE PERDA BE
S ;‘:gl( - ESPECIFICA ATIVIDADE (%)
e Comercial 227 1,68 -
e Experimental 0 dia 3,12 1,64 -
15 dias 3,20 1,68 0,00
30 dias 3,12 1,64 0,00
45 dias 2,98 1,57 427
60 dias 3,13 1,65 0,00
90 dias 2,26 1,19 27,44
120 dias 1,37 0,72 56,10
[
\§‘ 2
=
515
.8 1 |
&
(0]
g 05 4
'g 0 - —— T —— T R— T ——— = rum LA T T
0 dia 15dias 30dias 45 dias 60 dias 90dias 120 dias
tempo de armazenamento
FIGURA 6 - Vida util do amaciante de carne a base de mamao verde integral
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A esse respeito, sabe-se que os métodos ndo invasivos para sele¢do de frutos
apresenta como principal vantagem o fato de ndo causar perdas de amostra, porém traz
alguns riscos indesejaveis, entre eles uma possivel variagdo nos parametros fisico-
quimicos para matérias-primas de similar aparéncia (KAYS, 1991). A decisdo pelo
primeiro tipo de selegdo na presente pesquisa baseou-se na condigdo real de eliminagao

de frutos pelos produtores, para melhoria dos remanescentes.

Os valores para atividade de papaina sdo bastante variaveis na literatura. Dentre
as principais causas desta variagdo podem ser citadas a ndo uniformidade do processo
de obtengdo da enzima e seu grau de pureza, bem como o método analitico empregado.
Quanto a este ultimo aspecto, Ortiz ef al. (1980) destacam a boa reprodutibilidade de
métodos fundamentados na leitura de peptideos soluveis em TCA provenientes da
hidrolise da caseina, onde se enquadra o método espectrofotométrico de Kunitz (1947),

empregado na presente pesquisa.

Nas Tabela VII e Figura 6 também se verificou que a vida util do produto seria
inferior a 90 dias, pois a perda de atividade (27,44 %) neste periodo foi significativa. O
efeito sobre a carne seria inferior e sua corregdo passaria por um aumento na quantidade
de amaciante recomenda quando atingido este periodo, 0 que seria negativo em termos
comerciais. O prazo de validade do EC é geralmente de um ano para embalagem

fechada e trés meses apos aberta.

Resultados diferentes foram obtidos por Castro (1981), estudando condi¢des de
armazenamento da papaina bruta. O comportamento observado foi um acentuado
declinio da atividade proteolitica na segunda quinzena de armazenamento, seguido por
um periodo de estabilidade até 75 dias, independente da amostra ser armazenada sob
refrigeracdo ou temperatura ambiente. Este mesmo autor cita trabalhos sobre
armazenamento de latex em po por dois anos, com variagdes minimas da atividade

proteolitica.

As diferengas para atividade enzimatica no periodo inicial de armazenamento
podem ser atribuidas ao fato do amaciante experimental ter sido submetido a um maior

tempo de secagem, no qual provavelmente ocorreram as alteragdes citadas por Ortiz et

. = = 4
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al. (1980), comuns as primeiras horas de armazenamento: oxidag@o, autoproteolise e
inibigdo por compostos endogenos. Estes autores também relatam um subsequente
aumento da atividade proteolitica por transformagdo do precursor em enzima ativa e

acdo de ativadores inespecificos de proteases do latex.

Quanto aos distintos limites de vida de prateleira dos amaciantes AC e AE, estes
também podem ser atribuidos aos fatores acima descritos, somados a distintas formas da
enzima, presenga de inibidores e ativadores endogenos ou adicionados; interagdo outros
constituintes; atividade de agua etc. (WISEMAN, 1991; OCKERMAN, HARNSAWAS
e YETIM, 1993; ALARCON-ROJO e DRANSFIELD, 1995; BAKER et al, 1996).

A Figura 7 também permite uma avaliagdo da atividade proteasica, baseada nas
bandas protéicas em carnes tratadas com os diferentes amaciantes. Nela foi observada a
similaridade das bandas protéicas de carnes tratadas com ambos amaciantes. Logo,
apesar do amaciante experimental ser diferente do comercial, pois ndo houve nenhuma
purificagdo, foi evidenciada a agdo da papaina promovendo uma degradagdo parcial de

proteinas da carne.

FIGURA 7 — Bandas protéicas dos amaciantes e de carnes amaciadas analisadas
por SDS -PAGE. Onde: 1= carne com amaciante experimental, 2= carne com
amaciante comercial, 3= carne sem amaciante, 4= amaciante experimental
lote B, 5= amaciante experimental lote A e 6= amaciante comercial.
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5.4- Ensaios biologicos

Os dados apresentados na Tabela VIII e na Figura 8 sdo referentes aos ensaios
bioldgicos realizados para verificar a possibilidade de interferéncia dos amaciantes

sobre o valor nutritivo da carne.

TABELA VIII -Valor biologico da carne bovina (cha-de-fora)
tratada com diferentes amaciantes

DIETA
Sem amaciante 90,0%+2,7 | 0,40+0,04 [3,76+044 | 387+04
Com amaciante comercial 89,5% +2,1 | 036+0,04 {3,50+041 3,76 +0,7

Com amaciante experimental 88,5%+42 | 036+0,03 347+031; 3,86+0,3

20 / —0—SA
/ —=—AC
10 AE

0 7 14 21 28
dias de experimento

ganho de peso (g)

FIGURA 8 - Ganho de peso de ratos alimentados com carne bovina (cha-de-fora)
tratada com diferentes amaciantes

Nao houve diferenga estatisticamente significante entre a DA dos grupos

estudados (Tabela VIII), logo a prévia agdo de proteases nos grupos AC e AE,

50
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confirmada na Figura 7, ndo modificou a resposta biologica, o que pode ser explicado

pelo fato da carne ser um alimento naturalmente com elevada digestibilidade.

A digestibilidade de todos os grupos foi inferior a encontrada na literatura para
carne bovina, cujos valores médios correspondem a 99% (FAQO,1970). Entretanto, ha
variagdes no ensaio biologico e no tipo de musculo empregado, cujo teor de conjuntivo
pode influenciar fortemente. Um outro dado importante € digestibilidade avaliada:
aparente (DA) ou verdadeira. Para calculo desta ultima, considera-se o nitrogénio fecal
metabolico, logo o numerador da equag@o passa a ser relativamente maior: N ingerido
- (N fecal - N fecal metabolico).

Ferreira (1991) citou criticas de diferentes autores a respeito do uso de grupo de
animais com dieta aprotéica para determinagdo do N fecal metabolico e discorreu
também sobre o calculo desse parametro através de regressdo linear, considerando
ingestdo protéica x nitrogénio fecal, cujos resultados seriam mais exatos do que os
obtidos com a dieta aprotéica. Ambos os métodos resultaram em digestibilidade
superior a DA, sendo a digestibilidade verdadeira por inclusdo de dieta aprotéica maior

que a calculada por regressao.

Os demais ensaios biologicos foram referentes ao crescimento do animal
representado pelo ganho de peso. O CEA e o CEP si3o os métodos mais utilizados nos
estudos sobre qualidade nutricional, em fungio de sua simplicidade e custo. O RPF por
sua vez, ¢ um método capaz de avaliar com maior precisdo o valor protéico, pois baseia-

se no crescimento e na manutengdo do animal (PELLETT E YOUNG, 1980).

Conforme demonstrado na Tabela VIII, os resultados destes ensaios também nao
divergiram entre si, de forma estatisticamente significante, de onde se depreende que,
tratando-se de produto com auséncia de fatores toxicos ou antinutricionais importantes,
capazes de comprometerem o metabolismo protéico, a composi¢do aminoacidica da
alimentagdo € fator preponderante. Portanto estes resultados sdo diferentes dos
esperados para leguminosas, cujo valor biolégico € melhorado pela agdo de proteases, a
exemplo do Phaseulous vulgaris tratado com papaina (CZARNECKI, GUJSKA E
KHAN, 1993).
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Considerando os resultados para DA acima citados, mais uma vez confirmou-se
como indcua a agdo da papaina sobre a qualidade protéica da carne destinada a dieta de
animais sadios. Por outro lado esta resposta € desejavel pois indica a destrui¢@o térmica
da enzima, que poderia promover enfermidades ou comprometer o sistema digestivo e
consequentemente, o aproveitamento biolégico das proteinas da dieta, a exemplo do que
ocorre por uso inadequado de proteases medicamentosas (HERBELL e MONTI, 1982,
BUSH e HEFLE, 1996).

Essa destruicdio parece contraditéria  aos dados da literatura, dada a
termoestabilidade da papaina, que € superior a temperatura de desnaturagdo das
proteinas da came (TAKAHASHI, 1991, SUMNER ef al, 1993). Contudo,
possivelmente a forma de apresentagdo da carne, em bifes com espessura de 0,5 cm, e a

cocgdo em Oleo, ou seja, fritura, permitiram uma elevada temperatura por toda a carne.

Entretanto, diferentemente da DA, resultados do CEA, CEP e RPF foram
superiores a média dos trabalhos citados pela FAO (1970), possivelmente pelas razdes

anteriormente expressas.

A curva de ganho de peso dos animais (Figura 8), construida com a média de peso
ganho dos animais a cada semana, também ndo apresentou diferengas estatisticamente

significante entre os grupos estudados, ressaltando dietas com qualidade similar.

Os valores ligeiramente mais baixos encontrados para o grupo AC na primeira
etapa do experimento podem ser atribuidos ao fato deste grupo ter iniciado os ensaios
com peso médio inferior e talvez, pelo menor consumo de dieta neste periodo, relativo a
preferéncias gustativas, superadas com a adaptagdo ao produto, como se observa no
maior ganho de peso aos 14 dias. Este ultimo fato € uma ocorréncia possivel em
experimentos biologicos cujos parametros dependem da quantidade de alimento
ingerida, pois esta ¢ influenciada pelas caracteristicas organolépticas das dietas
ofertadas (PELLETT e YOUNG, 1980).
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5.5- Analise sensorial

A Tabela IX retratou uma analise estatistica dos dados sensoriais. Nela foi
observado que apenas a textura na comparagdo sem amaciante x com amaciante a base
de mama@o verde integral, apresentou diferenga significante, mais uma vez, confirmando
acdo da papaina do AE. Para esta comparagdo, as médias de cor e flavor foram

aproximadamente iguais, portanto, ndo significativas.

Apesar da supremacia em valores absolutos, o fato das melhores médias para a
carne amaciada com mamaio verde integral, quando comparada a carne com amaciante
comercial, ndo resultarem em diferengas estatisticas significativas pode ser atribuido a
dispersdo das notas atribuidas pelos juizes do painel (variagdes de 1 a6,2a6¢e2 a7),
provavelmente pela ndo uniformidade da distribui¢do de enzimas nos tecidos, uma vez

que a aplicagdo foi manual (MELO, 1980).

TABELA IX - Analise sensorial da carne bovina (chi-de-fora)
tratada com diferentes amaciantes.

ATRIBUTOS?

COMPARACOES 'l“E.\”I‘lf? RA CORE

“FLAVOR”™
Notas Médias Notas Médias

Sem amaciante x 1a3 (2,6) 2a6 (4,1

Com amaciante a base de mamao verde integral 7a5 (54 2a6 (3,9
Mann Whitney p<0,05 significante ndo significante

Com amaciante comercial x 2a6 (3,49 la6 (2,6)

Com amaciante a base de mamao verde integral 2a6 (4,6) 2a7 (54
© MaunWhitaey p<0,05| nio significante | néio significante

Nota: (*)Em escala crescente de 1 a 7, onde 4 corresponde a igual.
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A analise sensorial permitiu tragar o perfil subjetivo da carne bovina submetida
aos diferentes amaciantes apresentado na Figura 9. Nesta figura, observou-se que em

valores absolutos, a carne AE apresentou melhor textura, cor e flavor que as demais.

outros (cor €
"flavor")

FIGURA 9 - Qualidade sensorial da carne bovina (cha-de-
fora) tratada com diferentes amaciantes

As menores notas para textura da carne SA confirmaram a efetividade da agdo
proteolitica dos amaciantes utilizados. A superioridade do AE sobre o AC para textura
pode ser atribuido a uma maior suculéncia no produto provavelmente por interagdo de
outros constituintes do mamao com a carne, uma vez que a uma proteolise foi similar
conforme a visualizagdo das bandas protéicas das carnes amaciadas, analisadas por
SDS -PAGE (Figura 7).

Aplicando-se um corte nas notas no valor 4, pelo fato deste, em ordem crescente,
corresponder a "igual" na escala hedonica empregada para as notas atribuidas pelos
provadores, foram tragados os graficos relativos a preferéncia ou aceitabilidade dos

produtos em fung@o dos tratamentos empregados a carne (Figuras 10, 11, 12 e 13).
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Figura 10 - Preferéncia de textura em bifes de cha-de-fora
tratados com amaciante teste

Figura 11 - Preferéncia de cor e "flavor" em bifes de cha-
de-fora tratados com amaciante teste
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comercial

O com amaciante
"mamao verde"

' :'Figufé 12 - Preferéncia de textura em bifes de cha-de-
fora tratados com diferentes amaciantes

"mamao verde”

Figura 13 - Preferéncia de cor e "flavor" em bifes de cha-
de-fora tratados com diferentes amaciantes
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Como conseqiiéncia, foi possivel verificar os seguintes resultados de
aceitabilidade: quanto a textura AE foi melhor que AC e nenhum provador preferiu a
carne AS; quanto a cor e "flavor": ndo houve diferenca entre AE e AS, enquanto apenas
25% dos provadores preferiram AC, quando comparada a AE. A maior preferéncia pela
carne tratada com AE, pode ser atribuida a atividade da papaina e presenga de outros
constituintes capazes de conferirem cor e “flavor” durante a cocgdo da carne, como
carboidratos (FENNEMA, 1992). Deste modo, apesar da similar relagdo
tempo/temperatura durante a fritura, os bifes com o amaciante teste apresentaram uma

colorag@o mais acentuada, tipica de produtos assados.

A literatura informa a agdo de carboidratos como inibitoria frente a papaina, mas
sua presen¢a ndo interferiu na atividade proteolitica do AE. Algumas consideragdes
podem ser feitas, dentre elas o tipo de carboidrato presente, pois € conhecido
efetivamente o efeito inibitorio da sacarose e este ndo € o carboidrato predominante no
mam3o verde (KAYS, 1991; ORTIZ et al., 1980, ESPIN e ISLAN, 1996).

O bom desempenho de "flavor" para o AE foi bastante positivo, visto que a
literatura relata surgimento de aroma e sabor estranhos e indesejaveis em carnes tratadas
com papaina, possivelmente em decorréncia de elevada e menos seletiva proteolise,
quando comparada a agdo de outras enzimas como a papaina (MCKEITH, BREWER e
BRUGGEN, 1994).

Considerando que ambos amaciantes utilizados tiveram como principio ativo a
papaina, a menor preferéncia pelo “flavor” da carne com amaciante comercial (Figura
13) pode ser atribuida a presenga de condimentos da sua formulag@o, que resultam em
aroma e sabor pronunciados, diferentes do “proprio para carne” estabelecido pelos
habitos regionais. Entretanto, sabe-se que o "flavor" intenso dos amaciantes comerciais
¢ bem aceito em outros grupos populacionais e provavelmente € util para mascarar "off-

flavor", caso seja produzido pela papaina.

Sabe-se que as respostas sensoriais sdo decisivas na elaboragdo de alimentos e
ingredientes alimenticios, pois na escolha do consumidor isto € o fator mais importante

quando comparados produtos no mesmo patamar de competitividade.
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Sob esse aspecto, os resultados obtidos com o AE sd3o promissores, em um
mercado consumidor que valoriza a maciez da carne. Esta caracteristica pode ser
facilmente observada em fung@o do valor comercial dos cortes de carne bovina, onde as
carnes de primeira tém um prego mais elevado que as demais e nelas se destaca o filé
(musculos psoas major, psoas minor, iliaco e quadrado lombar), cuja qualidade é
representada pela a extrema maciez em relagdo aos outros cortes (KASTNER e
FELICIO, 1980; PARDI et all, 1995).

Entretanto, uma leitura global dos dados obtidos nesta pesquisa demonstra que o
amaciante experimental necessita de ajustes tecnolégicos para que sua composigdo e
principalmente sua atividade proteolitica tenha 0 minimo de variabilidade, de forma a

garantir maior vida de prateleira e similar agdo enzimatica.

Nesse sentido, possivelmente pode ser adotada uma sele¢do de matéria-
prima mais rigorosa, considerando estudos que retratem a relagdo idade do fruto x
rendimento em amaciante x atividade enzimatica. Também podem ser adicionados de
agentes ativadores ou protetores da atividade proteolitica, conhecidamente eficazes
sobre proteases cisteinicas, como sulfitos, tetrationato de sodio, ascorbato ¢ EDTA.
Estes estudos devem estar associados ao acondicionamento do produto sob vacuo ou gas

inerte (ORTIZ et al., 1980; ESPIN e ISLAN, 1996).

Uma outra alternativa pode estar no estabelecimento de formulagdes para
melhor facilidade de uso, visto que € possivel uma interagdo negativa com alguns
condimentos. Para tanto, evidentemente, deve ser considerado o habito alimentar da

clientela a que se destina.

Os ensaios sobre melhoria do amaciante experimental ndo devem se esgotar na
obtengdo do produto em si, nem estudos de vida de prateleira, mas considerar ainda a
sua melhor técnica de aplicagdo, julgando a forma e o tempo de aplicagdo, bem como a
apresentagdo da carne (ORTIZ ef al, 1980; TAKAHASHI, 1991; ESPIN e ISLAN,
1996).
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6-Kesumo dos resultados

Quanto a produgio de amaciante de carne a base de mamao verde integral, tendo
como padrdo de referéncia o amaciante comercial, correspondendo a uma formulagéo a

base de papaina, o presente trabalho verificou os resultados seguintes.

» O tempo ideal de secagem do amaciante de carne a base de mamao verde integral
foi de 22 horas a 55C.

» O rendimento do produto correspondeu a 8,6%, com um teor de umidade médio de
11,46 g%.

» A atividade proteolitica do amaciante experimental foi similar ao amaciante
comercial, considerando a atividade especifica da papaina e as frages protéicas
visualizadas por SDS-PAGE.

» A vida util do produto do amaciante de carne a base de mamao verde integral foi

inferior a 90 dias.

» O uso de amaciante ndo interferiu sobre o valor biologico da carne, considerando
DA, CEA, CEP, RPF e ganho de peso dos animais.

» Em valores absolutos, a carne tratada com o amaciante experimental apresentou
melhor textura, cor e flavor, quando comparada a carne sem amaciante e carne com

amaciante comercial. Porém, estatisticamente este fato nio foi significante.

» Houve uma menor preferéncia pelo “flavor” da camne tratada com amaciante

comercial.
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7-Conclusoes

Nas condigdes em que esta pesquisa foi implementada, os resultados obtidos
permitem afirmar que € viavel a fabricagdio do amaciante a base de mamao verde
integral, cuja agdo sobre a carne resulta em melhor aceitabilidade, sem comprometer o

valor biologico da mesma.

Entretanto, faz-se necessaria a realizagdo de estudos complementares que
permitam uma aumento de vida util do produto, bem como o desenvolvimento de
formulagdes que minimizem a variagdo da atividade proteolitica, para que possam ser

estabelecidos padrdes de identidade e qualidade do amaciante.
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