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RESUMO

Zste trabalho visou medir a atividade das enzimas protg
icas de origem vegetal - papaina e bromelina = sobre substratos
~ - o B 2
ficiais, bem como suz atuagao sobre musculos bovinos localizados

ific
tanto na parte dianteira, como na traseira do animal,

s - s . . v
0 estudo visando medir o poder de hidrolise das citadeas
g % ! 3 o
enzimas sobre a caseina e a hemoglobina, a 35 C, demonstrou ser =
. B o . % N - -
bromelina MERCK a de maior eficiencia, De um modo geral, todas =&s
. . < . .
enzimas apresentaram maior poder especifice sobre a hemoglobina cue

sobre 2 caseina.

o - .
L atuacgao das mencionadas proteinas scbhre os musculos;-
, ~ ~ - % o .
foi determinada atraves de tres parametros distintos: analise senso

. g 2 W o a s L 2 ek 1.7
rial, medicao mecanica e observagao histologica, No primeiro deles,
constatou-se uma diferengs signifiecativa a nivel de 5% entre a smos
tra-controle e todas as demais amostras; dentre essas, constatou-se

a esse mesmo nivel, (P 0,05), que sobre o Longissimus dornsi as so

lugdes de bromelina/papaina 3:2, papaina e de bromelina foram  =zs

mais efetivas.

P - £ A a .
htraves da medigao mecanica, observou-~se cue a papainsa
9 2 = 9

isoladamente, fol mais eficiente sobre o [nfraspinatus e o Suphasdpi-
natfus nos vercentuais de 35,75 e 20,4L4%; sobre o Semdmembranosus
a solucac mais ativa foi =z de bromelina, nc percentual de 27,L45%

Por sua vez, o Longissimus dornsd demonstrou ser mais sensivel =2

agao de solugzo de papainafbromelina L4:1, em L4k, 35%,

Sob o ponto de vista histold

ﬁ

ico, constatou~se com bhzg
LI B . - . .
tante evidencia, alteracoes estruturais nas amostras-experimento,

z . &
tanto @ nivel das fibro-celulas musculares, guante dos elementos

conjuntivos. Esses resultados confirmarasm, outrossim, gue o efeito




papaina parece ser mais efetivo nos Infraspinatus, Semdmembrano-

da
sub e Supraspinafus  gue em relacfo ao Lonadlssdmus dorsd,

B ]

~
Os parametros estudados neste trabeaslho, apresentaram r
sultades convergentes, gue confirmam a adeguabilidade da aplicagao
. L4 . o . .
de enzimas proteoliticas para a2 melhoria gualitativa da carme cus

P
ora e ofertada pelo merczdo,

v




Em funcgzo de sua ecomposigao qui micz, rica em proteinas

de alta qualicade,,vltamlnas do complexo B, gorduras, certos mine
e sua palatabilidade, a cearne

mportentes, sob o ponto de vis
c

< o -~ 5 -
risticas tem cespertaco

em o aumento da oferta, nela

¢

[0}

r
z 5 -
ceneticos do rebanho e/ou das técniczs de mane
ta

o
lml

2
jo, objetivam tambem atingir os fatores limitantes determinados

}-ul

. e » .
los consumidores, progressivamente mals exigentes cuanto a guali

N
I

Al =t
I

4
de da carne, face ao0s precgos elevados pela cual ela e oferecida

[N
)]
0

mercado,

D]
O
o

lo It

’ . - 3

rias especies znimais utilizados na prod
4+
L%

¢gcao de carne, a ivelmente 2z de maior importzancisa

o

M

bov
A~ . . - * ~
conomica, razmzo pela gqual a maiorisz dos trabalhos esta devotada
- & .
esta especie.

~

o .
Fundamentalmente, duas areas sao perseguidas nesses tra

balhos: aumento di. produg2o e processamento.

em

emp
sua

e

i - - ’ . .
L Pprimeirz area, exige umea substancial cdemanda de

= 0

e de recursos, enguanto gue a de processamento, pode oferecer res
s ® & O e
tados mais rapidos, pois busca a melhoria da gualidade do materi

Hl

jé existente.

O Brasil atualmente dispoe de um rebanho bovino calcule
do em aproximacdamente 110 milhoes de cabegas (19), Entretanto uma
grande pzrte destz populagzo é constitulida de animais de baixo P&
drzo genético. Esta caracteris tica, zliada as insuficientes préti
cas de alimentagéo, carente estado sanitario e inadequado manejo,

1




2
justificam as reduzidas taxas de matalidade, de sobrevivenciz e de
. < - ~ ’ .
sfrute, assim como o0s longecs periodos gue Sao necessarios para
-
gue os enimais stinjam pesos economicamente ideais para o seu abate.

£ baixa qualidade do nosso rebanho - especizlmente no
Nordeste - & um fator preponderante na .composi¢zo dos custos de Pro
dugao desse alimento, Tendo em vista este aspecto do problema, nos:
sas condigdes estruturais exigem cue se introduzam procedimentos de
beneficiamento cque, ao invés de ineidirem gravosamente no prego de
venda de caxrne, permitam diminui~los, seja pele eliminagao parcial
dos valores intrinsecos entre os misculos disnteiros e traseiros, se
ja pela redugzo dos custos operaciomais entre o neriodo gue se ini

.

cia no abate e termina eom o alcance dz plena maturagao.

m

Um desses procedimentos, Jjz

(\) .
I+
o
I..I .
|-.|
}..l
Q)
)
6
48]
9]
3

eI ]
)
5
(5]
[}
(0]
(]
0
)
]—,ml
N

< » .
nos paises tecnicamente mais desenvolvidos, & a zplica
c

1
mas proteolitices na tenrificagao das carnes. Considerando gue as
pesguisas brasileiras nessa area szoc praticamente inexistentesg prin

r
cipalmente nz pa

rte relativa zo seu processamento, este trabalhko
pPretende oferecer alguma contribuigzo paras o estabelecimento desssz
tecnologia.

. . 4 . > . x = B w
Os objetivos basicos da pesguisa podem ser resumidos em

dois itens igualmente importante

0]

. . . . < .
- avaliar o efeito amaciador deas enzimas proteoliticas
de origem vegetal ~ papainzs e bromelina - sobre deter

minados musculos Dov1nos;

2

p » P . . o . - -
- medir a eficiencia da aplicagzo de combinagoes destas

enzimas na tentativa de estabelecer uma =: composigao

” . - -
com maxima capacidade amaciadora.




A\

2 - REVISAO DL LITERATURA
7.l - Lspectos Gerais
s & - - - o) . -
£, cienecia da earne, de acordo com FCRREST et alii (11),
4 3 < 3 e~ 3 ] :
e uiz ampla. campo de pesguisas onde e estudado basicamente o musculo
. o o - 4 o p ~
e outros tecidos animais, gue sao utilizados ecomo zlimento, naoc se
d e -~ A ) 5 ;
limitando todavia, ao entendimento das fungoes especificas dos teci

in
dos,. Segundo o mesmo autor, esta ciencia abrange todos os aspectos
da pecuéria e industrizlizagzao da carne, comeg¢ando pela sua produ
c2o e terminando com a preparagao finzl parz o consumo

re

Dentre as inumeras ctapas de desenvolvimentc e process
mento gue o tecido animal experimenta, antes de estar em condigoes
para ser utilizado como zlimento, um dos mais importantes & sem &

ida o nerloco necessario z sua maturacao. Neste periodo ocorre a

~ . P o - ~ K
transformagzo do musculo em carne. Esta diferenciacao e bem estzb

[o

C
3 e g . : 2 s g
lecida por LLWRIE (28), ao afirmar que, embora a natureza cuimicz e

A

> 3 £ 3 >
estrutural da carne relembre z do musculo cde que procede, elas se
. . . - s = . < . s €5
diferenciam entre si, devido 2035 processos bioguimicos e biofigicos

L4 -
que ocorrem no musculo, 2z partir da morte biologica do animal.

Segt

.,
=

ndo SAWYER (47), 2 composicgzo da carne varia cons
e Ual
e cortes, bem como se ele e fresca ou pro

s e
3 ’ o

zca. Os valores medios dos seus componentes, adotados, pela
s

me

5
maioria dos estudiosos, o os seguintes: proteina: 17%; gordura:

%; umidacde: 62%; e cinzas: 1%. Seu valor caldrico equivale 2

era gue um dos fatores que contribui
decisivemente para a2 grande preferencia da carne bovina pelos consu
midores, ¢ & sues alta palatabilidacde, =z guzal & distinta entre os i
versos misculos e funcgzo cdos seus teores de gordura.




>

>

£ a palatabilidade cue determina a conceituzgao de nobre

zz des musculos bovinos, =2 qual & estabelecida por zlguns narametros
eleitos pelos consumidores como importantes. Estes barametrou s20
a maciez, = suculéneia, a cor, o "flavor' e o aroma, conforme MAR
TINS (31). Embora todos estes fatores sejam de relevancia, a maci
ez & a caracteristiez de maior importancia, afirmam JOSEPH & CONNCL

LY (207

L maciez é definida por BERNHCLDT

de da ecarne cozida,

= »®
perda da textura desejavel.,

o " P & ~ = e > -~
que influenciam na ocorrencia de uma maior ou menor maciez, nao e

t2o0 totzlmente compreendidos,

realizam neste campo.

De acordo com BRATZLER (02),

. < -
terminam acuela caracteristica
distintos:  os
tre os primeiro

. . L4 . L 5 .
aspectos fisiologicos e as praticas

tores ''post-mortem’” a serem comnsiderados
ra de armaszenamento, cs métodos de corte

. ’ 3 ~
gentes zmaciantes e a tecnica de cocgzo.

L esses fatores, LAWRIE (28) ainda acrescenta:

¢zo antes do sacrificio (ocasionando rerds de umidade e de

operzgzo de

. . . b .
uen01as gerais da parada circulatoria;

identificada pela facil mastig

Segundo este mesmo autor, os

- A -
apesar das inumeras pesgquisas gue S

fatores "antemortem' e os

£ .
os estao incluidos: as czracteristicas

abate (insensibilizacgzo e

(o1),
abilidade, sem

como a quali E

)

fatores

|

(0]

os muitos fatores gue ae

podem ser divididos em dois grupos

fatores '"post-mortem". En

genéticas o
entagao e manejo. Os fa
o: o tempo e a temperatu
o)

reparo, a adigao de =z

manipula

» ~
glicoge
sengramento) ; conse-

e maturag¢ao ( desnaturagao

- . s - » < .
cas proteinas, proteolise e outras alteragoes cuimicas)..

Os eventos "antemortem' sao

de uma carne de alta qualidade, a qual

KAUFFMAN (0L) como o produto comestivel
apetitosc, mutritivo e palatavel apos a

”
musculos

ce reterem estas caracterlsticas,

’

. . 0 N
indispensaveis a

¢ definida por BRISKEY &

obtengao
L4
cue é atraente na aparéncie.

cocgao. L capacidade dos

’ - . 0
e influenciada diretamen




=

. . . ’ -
te pela idade do animal, sexo, estado nutricional e linhagem geneti

ca afirmem ainda 0S8 supra-mencionades pesguisadores.
Observagoes de NEWBOLD & HARRIS (37) evidenciaram cue @
. - ’ (O L8
maciez da carne & variavel, e cque isto ocorre em musculos correspon
. ’ .
dentes da mesma ou diferentes especies, o cue corrobora as conclu
soes de BRISKEY & KAUFFMAN (0OL) acima referidas.

2.3 - Estrutura Muscular

; - < ’ . £ .5 . -
O corpvo. dos mamiferos esta constituicdo basicamente de
gquatro tipos de teeidos fundamentais: epiteliais, conjuntivos, ner

vosos e musculares. (CASSENS, 06).

intre os tecidos musculares, a2 variedade estriado esgue
lético - entra predominantemente na constituicao das carnes, Jjuntamen
te com peqguenas qguantidades de tecido conjuntivo e minimas porgses
de tecidc nervoso do sistema de enervagao periférica. Assinm, cs
mﬁsculos estrizdos esqueléticos e o tecido conjuntivé propriamente
dité; podenm ser referidos como elementos estruturais basicos cdagui

4 . - -
lo gue no conceito tecnico denominamos ‘carne'.

1

S » - . ) it
Ho musculo esgueletico, as fibrocelulas musculares es

c
t2o organizadas em conjuntos de feixes eslongados, dispostcs parale-
+ 3 - s X ’ L. 1

lamente ¢ em sentido longitudinal ao musculo. Este e revestido ex

£ ¢ = , . . .
ternamente por uma nitida membrana conjuntiva, o epimiaLos Do epi

-

e

g i ity 5 i . . 5% . .

misio partem cdelgados septos conjuntivos gue se dirigem para o inte
a u

1lar, subdividincde-a em pecguenos compartimentos,

sendo tais septos denominados de peadimis Lo . Cada fibrocelula, por
sua vez, & emvolvida por uma finissima malha cde fibras e célulaéc@g
juntivas cue formam o endomisdio. Estz configurecgao detalhacds co
musculo foi apresentada por JUNQUEIRA e CLRNEIRC (21)

£ disposigao do te tive permite certa liberda

cido conjun
de ce movimento entre os conjunt de fibrss musculares, além de as
u

~ £
segurar a penetragao dos vasos sanguineos e nervos entre os septos,
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onde se estabelece uma rica rede cepilar parzlela =ac fibras, dispo
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sicdo essz, essencial aos movimentos e trocas metabd

ma I).

o

cg
o
s

Cada fibrocélula muscular é envolvida pela membran
olema - e seu citoplazsma - sarcoplasma - e preenchido

essencialmente por finissimas fibrilas paralelas - as miofibrilas-.
Estes compcnentes possuem estruturas cilindricas com diametro de 1
a 2 mpm, dispostas longitudinalmente &2 fibra muscular.. As fibras
musculares, geralmente mui longas, possuen varios ntcleos, dispos

to
@ tos excentricamente e zcoplados zo sarcolema. .

T ™ T A SARTT . s
JUNQUEIRL e CARNEIRC (21) observaram gue, a0 microsco-

. 4 - - - - 3 - .
pio optico, aparecem estrizgoes transversalis =20 longo das micfibri

- - - - .
- las, em face cda alternancia de faixas claras e escuras.. Ao micros
. e 0 s -
CODlO de polarizagzo, a faixa escura e anisotropica, recebendo a
: denominagao de Banda A, gue tem =20 centro, umzs estreita regiazo cla

. > -

- -7 3 - ’ ]
ra, ou semibanda H. A faixz clarsz e isotropica, recebendo z deno
minagzo c¢e Eanda I. No centro desta, existe uma linha transversal
escura, =2 linha "Z"%., O espago compreendido entre duas linhas "Z7,

s
o, estrutura gue se repete em grande numero 20

ﬁ;

r
as, constituin a unidade anatomica e funcio
i
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erva-se uma ultra-estrutwu
ra bastante complexa indicando gue as bandas e interbandas claras
e escuras, caracterizadas por regioes mais ou menos eletrodensas,
devem-sec a existéncia de filamentos proteicos, finos e espessos ©
ganizados ¢ dispostos paralelamente, de maneira a facilitar des
zamentos entre si no ato da contragzc e descontragzo muscular (Es

quemas L e II).

g . € . G . - . PR - I -1
fnalises bioquimicas indicam que as miofibrilas do mug

L4 . -~ s £ .
culo esgueletico estao constituidos por, pelo menos, guatro tipos

de proteinag principais, organizadas em complexos arranjos molecu




A ﬁ?.;éé,_ﬁ”

24
P

/
o]
¥ ] Ui
2 0
[ GRS
S -t &
B
g4 o o ®
BT e e~
3 @ _}__
W o
¢ o n
T 4 0 -
o SR o B o
o | R
g & O M
SR = T S )
o) o 2
H o & M
w T N -
£ 8 3 O
© ©
E H o o
2o B = I <
o B/ N & R
- o own o
W B 0 M
= =3
S
o 0 [«
I (R o -~
o SO R ¥
4 asl T ey
T M s
p Y 2 op oy
§ 4 T a0 w
W ; .Jfa.y./”faﬁ COR S T T
AR " o U
w o0 H
- B
= o
« 0 0 B8 <2
& £ ou o
= ) o x5
. TR A SR ROE &8 w
S R St T ST 8 ' 5 0 £ 00d
A iih By b g ¢ ¢ o ©
Nc: iy .w“\\ 1) \.\l\\ Q\\\x\ o [ 1o R 7 T
:&\ \.\ \ gy \u\\\ .\\\ \\ \\\
Wi e i “
/ LN,
sy \.w &%&% "
/ m\ ,\\\m\&\\w\. _ o
B =
! 57 0 5
o ¥ M o4y B2
w5 = £ ey
e OB 'l ‘A. wn
2 © W =
w E




(93]

4 . » ,
larest a miossna 4 formada de moleculas azlongadas, grandes e complexas,

», . - 4
em forma de bastao em cajado, constituida de duas subunidades gue PO

dem ser isoladas: a meromiocsina leve e a meromiosina pesada. Esta ul

- . . . « = ’

tima, presente na porgao terminal em cazjado, tem forte atividade atpz
. - . - . . , -

sica, sendc o local de ligagao com a qcfina; a =2ctina tem moleculas

longas e fibrosas (actina F), formadas por 2 cadeias de Monomeros glo
bulares (actinz G), torcidas uma contraz 2 cutrza, Cadz monomero de ac-

. & a & - a Vi
tina G, contem uma regiao ativa de contacto com a miosinaj; a TLOpPCHL-

0]

: 3 £ 5
04414, formada por moleculas longas contendo cadeias de polipepticdeos

4 . . . .
em forma de - d - helice, agindo principalmente como suporte para as

3 - - — . 0 a . At )
moleculas de zctina e miosina, sendo uma componente de linha 2", L

3 . - - - ’ -
outra proteina, mais recentemente evidenciada e a froponina , formade

por 3 subunidades (TnT, TnC e Tnl), de pclipeptideos globosos, dispos

tos entre os filamentos de actina F e miosina. Esta proteina tem fun

cac importarte no mecanismo da contragzo muscular, atuando como um &

tentico "gatilho', asseguram JUNQUEIRA E CARNEIRO (21), O csguema IX a2

!.V-'

he ‘< - . - . -
presentado o pagina posterior, fornece mais detalhes do acima descrito..

E provavel gue a constituigao proteica dos musculos sejsa
bem mais complexa, principalmente levando-ge em conta cs aspectos di
namicos da contragao muscular. £ presenc¢a de um outrc complexo protei
co, a = d - actindina , foi identificado por EBASHI (09) como ur: comsti
tuinte normal do misculo contraldo.

Terminag¢oes nervosas ao longo de sareéolema das fibras mus

% -

< . . o
culares, exercem o estimulo necessario a despolarizagac da membrana,

)

. . < v .
desencadeando arranjos e rearranjos moleculares 20 nivel dos filsmen-

(

tos proteicos, finos e espessos, que deslizam entre si, de aco
a "teoriz dcg filamentos interdigitados deslizantes'" exposte por JUN
QUEIRA E CLRNEIRO (21).

. . R ’ 3 -
G tecicdo conjuntivo e representado principalmente por £i

a0 +* . . ax - ° :
bras cclagenas, elasticas e reticulares, alem de diversos tipcs
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ESQUEMA 2 - a) Apresentacgao tridimensional de uma miofibrila, desta
cando a disposicao dos filamentos proteicos e estrutn
ra molecular desses elementos do sarcomeyo,

b) Acima, componentes nao montados dos filamentos finos.

Abaixo, montagem esgquematizada dos elementos proteicos
(actina, tropomiosina e troponinal. Quando o musculc «

estimulado, a troponina altera a sua forma, afundsndo

a tropomiosina no seu sulco liberando na actina F, os
. centros de atividade que se combinam com os da miosina,

® nos filamentos grossos (JUNQUEIRA & CARNEIRO, 21).
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sacarideos, proteinas e lipidios dispersos em liguido intersticial

{21).
L mzioriz dos autores acredita que a dureza da carne es
t2 diretamente relacionada com a quanticade de tecido conjuntivo cue
4
cada musculo possua (01,02,04,38,L2,43, entre outros).

2.4k - Fatores Antemortem

Zm trabalho publicado em 1975, PROST et alli (£3) comen
taram a respeito éarimporténcia do tecido conjuntivo pare a dureza
da carne. ALfirmam haver opinides contraditorias entre os Pescuisa
dores, pois enqguanto alguns defenden a influencia da idade sobre a
quantidade de tecido conjuntivo, outros preferem concluir nac haver

nenhuma interrelagzo.

Com respeito ao sexo, os mesmos autores (43) também cong
tataram opinioces divergentes. ALlguns deles afirmam haver maior con
tetido de tecido conjuntivo nos animais machos do cue nas fémeas, em
bora nao significativo. Outros, entretanto, nao encontraram dados
que os possam levar a adotar identica concluszo.

P 3

iuisa desenvolvida por PRCST et 21ii (43) visando ¢

Q

s

1¢]

e
. - -~ . « 4 - - .
tudar a2 influencia do fator idade, permitiu fossem anotadas as

n
jo

guintes observacoes: os bezerros possuem maior guantidade de te

(¢]

i (o0

. . - - 3 . . ”
do conjuntivo cue outros animais com mzior faixa de idade, porem e

apenas 3 (tres) tipos de musculos. Erectones spinae . Ludiraspinatus

e Biceps femonis , Para os demeis mﬁsculos, zs diferencgas, cuando

pcs

existiam, nzo eram significativas. Os mesmos zutores tambem compro

varam uma mzior cguantidade de tecido conjuntivo nos animais machos.

Estudando o efeito do sexo, peso e raga, sobre a maciesx

o7 4 . )y e . o
da carne, PURCHLS (L4L) chegou as seguintes conclusoes: 1 - mesno
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Aot

. - . 5. ' . . . . .
entre znimzis de alta linhagem, ha diferengas significativas entre

o}

s masculos, »rincipalmente em relacao ao LongLssimus donsi; 2 -

o
. A
peso do animal nzo tem qualguer influéncia sobre aqueleas caracteris

tica; 3 -~ o038 animais castrados possuem carne mais tenra do gue Os

2]
]
[

demais cdo mesmo sexo, sendo gue esta diferenga se acentua coxn

ot D) A S 2
conclusao de PURCHLS (L&), e dada

ot
m

turacao. Explicacao sobre es
em trabalio de KELLAWAY et alii (24), onde afirmam haver uma maio

r
circulacac de testosterona nos animais castrados e no de WEISSMAN &

THOMAS (55), no gual mostram ter este hormdonio, um efeito labil so
bre as membranas lisossomais. Convem considerar as informacoes S
mitidas por WHITAKER (56), de que o lisossoma é o compartimento
da celula animal onde estac armazenadas as enzimas proteoliticas
denominadas catepsinas.

Cutre parémetro considerado por PROST et a2lii (L3), &

~

com relagac ac grau de gualidade da carcaga.. Observaram eles gue,

.0 tendo menor gualificagao, os percentu

S'\)l

b o,
a medida gue as carcagas

’
s

ais de tecido conjuntivo vac aumentando, excegzao feita ac musculo

Psoas ma{on .

Segundo a United States Departament of Agricultural
(USD4), in DAVIS et 21ii (08), 2 carcagas bovina pode ter a seguin
assificagao Prime', ""Choice', "Good", "Standard","Comercialli,

e cl
"Utildity" e ""Cutter. Os principais fatores cue determinam g clas
caga ra

p

das carcagas nas categorias acima referidas, saoc o g

o
de marmorizagac e a maturidade do animal.

Os graus de marmorizagéo s20 expressos por uma . escala
estabelecida pela '"Federal Meat Grading Specifications" (FMGS), as
sim discriminados decrescentemente: abundante, moderadamente abun
dante, levemente abundante, moderado, mcdesto, pegueno, leve, tre
¢os, praticamente ausente e ausente. (MAXWELL et alii 22). A me
diczo & realizada no msculo "Longissimus dorsi'’, 20 nivel da se
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Ny

¢zo transverszl entre a 122 ¢ 132 costels,

0 outro parémetro, a maturidade, e conceituada dentro
de 5 {cinco) niveis distintos, especificados 2 seguir: &L - de 9 =
30 meses; B - de 31 a LB meses e C,D,E - zcima de 48 meses. Den
tro do nivel L, szo inseridos 3 sub~niveis A=, A e A+, consideran-—
do-se as faixas de idade de 9 -~ 16 meses, 16-23 meses e 23-30 e
ses, respectivamente. Assim sendo, animals com um mesme grau ge

~

marmorizagao podem ser classificados diferentemente, segundo =z ids

de (DAVIS et alii, 08).

Pesguisa realizada com 3.182 carcacas de novilhas, com

ek

Q
I

grau de maturidade £, na gual foram considerados 6 fatores de
r

0

izacao, conformaczo, cor, textura da carne, firmesz
e textura da marmorizmagao, por MAXWELL et zlii - (33), demonstrou
atraves de =znalise estatisticea, gue 71% da variagzo qualitativa
foi devida 20 grau de marmorizagazo. & conformagao e a cor ocbtive

ram 1% e os demais fatores nac tiveram qualouer significagzo.

Istudos de WALTER et 2lii (53), mostrarem o comportamé
< 2 3 T = 3 =
to de 77 carcagas, cue representavam 3 niveils de maturidade (A,ﬁ e
o ie

%
E) e 6 graus de

en
marmorizacao (moderadamente zbundante,
t-

a
bundante, moderado, pegueno, .¢os e praticamente ausente). 0 mus
o

&
culo escolhido para o experimento foi o lougissimus doisd e Foram

realizadas determinacgoes Ffisicas (tenderometer) e organolcpulcau.

Os resultados demonstrarzm gue o grau de marmorizagao nzo exerceu

alguer efeito significativo sobre o "flavor', a maciez e =z sucu
-~ . a o LS .
lencia, Entretanto, a maturidade avangada, azcarretava decrescime

nos indices das duas ultimss caracteristic:

S\)

LS e

%

& A - ™ i ~
L influencia da raga sobre o grau de marmorizagz2o fo

.

Q
£

pesquisada por MULLER et a2lii (36), que analizaram 67 carcagas c

2

@)

. < .
diferentes niveis de maturidade (C,D e E). £As ragas observadas f

ram a Angus e z Herefolcd (inglesas), a Zebu (indiana) e as Holstein




)

B

e Jersey (americenas). Os resultedos indiceram gue as rzgas ingle

3 5 = 3. % 1 07 e~
sas possuiam maiores graus de marmorizagao, como tambem maior maci
ez, gue as demals racgas estudadas.

o8 a
. . 4 .0 B o
de sobre a palatabilidade, cor e propriedades cuimicas do LongLssL-

mus dorsi, em diferentes periodos de maturagzo (2 e 14 dias), TUMA

et alii (52) considerando cue os graus de marmorizacao foram classi
. - N £ . .
ficados comoc ''pegueno’’ e "levemente zbundante' e gue os niveis de i

~

2 ]
1 UL

- S - - .
e foram de 18, 42 e 90 meses, chegaram as seguintes conclusoes:

1l - a2 maciez decresce significativamente com o avango da idade; 2 -

Y

carne com o grau de marmorizacac "levemente abundante! apresentou
se mais tenraz cue a do grau "pequeno'; 3 - a composigao guimica nzo
sofre alteragao com a maturidade; & - o efeito da maturagao por 1l&
dias, variz com a idade do animal e o grzu de marmorizagzo e 5 - a
cor varia com 2 idade do enimel, tendoc a carne a tendénciz de tor

& » . z 2 P
nar-se vermelha-escuro, a medida que os niveis de idade aumentaram.

DAVIS et z1lii (08) estudaram 80 "steaks' de carne sele
cionadas com base nas diferengas c¢e maciem, em carcagzs de conheci
dos graus USDL ("US-Choice'-maturicdade £, n=20; "US Choice'-maturi-

dade B, n=1C; "US Good''-maturidade A, n=20; "US Good'-maturidade B,

o
(0]

V)
]

) ' : . o et ¢
n=10 e "US Comercial'-maturidade C, n=20). Eles concluiram ¢

+ 7 . . . T % . e . . <
variaveis cue mais contribuirem para a variagzo da maciez foram: 2

b

i ~ . = -~

dice de fragmentagao, o comprimento do sarcomero, as percentagens de
o . - i Ls »o - -

umicdade intramuscular e do colageno soluvel estao diretamente rels

cionados com & maturidade e o grau de marmorizagaoc.

Consziderando que a velocidade do resfrizmento do wmlscu
lo determina o comprimento do sarcomero, pelo efeito do 'cold shox
tening', PELRSON (40), e gue este fator é relevante a maciez final
da carne, pode~se depreender gue a marmorizacac pode atuar como um
agente retardador da transmissao de temperatura, através dos teci

s - ® .
dos do musculo, razao porque os ''steazks' de maiores graus de marmo




rizagao foram mais tenros gue os demais.

Com o cbjetivo de determinar a influencia da maturida
e da marmorizag2o sobre a palatabilidade, BREIDENSTEIN et alii(

pesquisaram 60 znimais femeas., O universoc foi dividido em 3 gru
pos de maturidade (£,B e C) e % niveis de marmorizacao (leve, modes
to, levemente abundante e¢ abundante). Os resultados encontrados in
dicaram que =z idade mao tem efeito sobre a suculeéncia e o "flavor',

’ g . . 3
porem a marmorizacac influencia diretamente estes fatores.

245 - Fatores Post-Mortem

Lrpumenta BERNHOLDT (01) que, apesar das fibras muscula
res e do tecido conjuntivo terem sua importancia nos eventos para o
estabelecimento da maciez da carme, os efeitos da formagac e da re
solugzo co ‘'rigor mortis’ e da autdlise, também devem ser levados
em consideragao, apesar deles carecerem de melhor entendimento sob

. 3 - < .
o ponto cde wvista bioguimico,.

De acordoc com PEARSON (4C), os eventos ''post-mortem’ co
megam a ocorrer tao logo ¢ znimal e abatido e sac ocasionados pela

R ST A g 3 RS 5 e s
inebilidzade dos tecidos de sintetizarem ou remover os metabolitos

S

A O L =

gue surgem apos a morte fisiologica. Segundo esse mesmo autor, as
WA, AT i ~ ~ € 3

alteragoes ‘post-mortem’ no muQCLlo, sao reagoes guimicas emnvolven

2 . . z

do os compastos fosfatados de alta energia e scus mecanismos de si

- . . . o -
Com & suspensao da stividade respiratoria, 5

F\)l

tese e cegradaga
celulas, enaerobicamente, oxidam parcialmente a glucose, converten-

’ ’ = . -
do-a em acido lactico. No animal vivo, o f2cido lactico se difunde

‘- - . a . & .
pelos tecicdos e entao e removido pelo sistema circulzatorio.
»
C pH "antemortem!" do musc
" . 2 pz 3 p P
te 7,4 (PELRSON, L0O)., Entretanto, apos o azbate, a produgac de act

& v h
do lactico faz com gue o pH decresg

a
3 . * >
aproximadcdamente 5,4. Este fato, todavia, e altamente ‘dependente
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. i .
das condigoces em gue se encontra o musculo, no momento da morte do

0}

animzl. As condigoes de '"stress' proporcionadas por um periodo &
descanso inadeguado, sofrimento na operagao de abate ou mesmo condi
goes mnervosas do animal, podem acarretar uma diminuigao no nivel de
glicogenio e uma conseguente elevagZo mo pH final da carne. E o que
se denominz ""rigor alcalino', e tem efeito direto sobre as proprie-
dades fisicas daz carne, apresentando-a macilenta, mole, exudative e
com uma cor escura NORMAN 3§). Aleém disso, o pH em torno de 6,0,
proporciona boas condigoes wue proliferagao microbiana, afirmz POTTER
(L1). \

o -

< 5 - - L 4
C periodo necesserio a transformagzo do musculoc em ca

4

- . & it - - n & 3 k] 20
ne e denominado tempo de maturagao', gue e grandemente depencente
da temperatura utilizada no local onde se realiza este beneficizmen

to.

Lpesar da importancia que o frio desempenha para uma

¥
o

4

-~ 3 e
lhor conservagao da carne, 2 forma e a ocasiao do seu usc tem tam

bem bastante relevancia.  Unma comprovacao esta no fato de gue se =2
aplicagao do fric for realizada por ocasizo do ''pre-rigor’, poderzo
advir prejuizos a gualidade final da carne, principalmente com res
peito a sua maciez,. A consequencia desse processo &0 encurtamento co
sarcomero, cue, por sua vez, e a resultante do "cold-shortening' e

do "thaw-shortening" (HAMM, 17),

A T - . . - - -
Sobre esses fenomenos, MARSH et alii (30), ..realizaram
um estudo no qual congelaram carcagas & velocidades distintas. £pos

o .
o degelo e mantendo as amostrazs em temperaturas de -10 C, fizeram

(%

. e - 3 . ~ -
2 medigao co grau de maciez por meio de um amaciometro, Foi consta

tado gue acuelas amostras congeladas a umz maior velocidade, exigi'
ram uma forga de corte de 3514 unidades enquanto cue aguelas submg
tides 2 uma menor velocidade de congelamento, necessitaram de wme
forgca de 59i9 unidades. A observagao permitiu deduzir que tamben

. e . Lo .
sob esse aspecto, o resfriamento rapido e mais adecuado para que Se




L

N

obtenha uma carne de melhor gualidade.

O processo de formagao do 'rigor mortis', apesar de nao
ter funcdamentagzo conclusiva, parece estar ligado a unizo dos fila-
mentos da sctina com a miosina, formando a actomiosina. MARTINS(32),
afirma cue encuanto o contetido de actina e miosina decrescem apos &
morte dec animal, ha um incremento no teor de actomiosina (cerca de

80% durente o "rigor mortisi').

=, < 2 o ~ .
Respostas especificas acercza da formagao e resolugzo do
1 )

"rigor mortis’ sao sugeridas por GOLL et =21ii {13). Este estado é
também denominado de ""tenszo isométrica. Segundo esses pesqguisado
res, as possiveis causeas bésicas da formecgso do ' rigor moxr
tis” sac: 1) desativacao da bomba de Ca++, pela proteolise; 2) de-
clinio do pH "post-mortem'; e 3) decréscimo do nivel de pH "ante
mortem'. Estas causas proporcionam perdas e impedem a retengao da
Ca++ pelas membranas de reticulo sar opl“s.mtlco.

Com relagzo a resolugzo do ' rigor-mortis', aqueles pes
quisadores acreditam gue duas causas possivelmente saoc importantes:

H'

n

)

1) modificagzo da interagao act -miosina e 2) perda da integrida

de da linha "Z'". Basicamente, cssas causas sao determinadas pela
ol . < . 3

proteolise envolvendo o Ca++, zlteracoes sulfidrilicas e o declinio

do pH.

Recentes estudos realizados por GOLL et a2lii (14), mos
tram cue a principal alteragao ocorrida na estocagem "port-mortem",
D . iy . . . . s - .
e a gradual desintegragao das miofibrilas. Desde gue as miocfibri-

e . - ” - .
las sao compostos estritamente proteicos, a proteolise continus

m

1\ . - ’ .
ser © agente czusativo mais logico.

Tendo em vista cue a2 maioria das proteinas da carne tem
o seu ponto isoelétrico em torno de um pPH de 5,1, e gque o pH no es
tado do rigor esta entre 5,4 e 5,7, conclui~se gue o aumento da ma
ciez e ecompanhado por um leve incremento no estado de hidratacgzo
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das proteinas (MARTINS, 32).

& e o € . .
As enzimas proteoliticas encontradas mo tecide

recebem

»

. . ’ . . ~ e .
denominagao generica de catepsinas. £ fungao destas encsi
mas nao e bem definida, entretanto FRUTON (12), sugere que elas e3B

-~ o - . wy, Ko B S B
tao envolvidas na autolise dos tecidos,. pois, ¢ favorecida pelo »pH

. - 4 .
icido da carne, apcs a morte do animal..

Y

De acordo com BERNHOLDT (01), o amadurecimento da carne
. ey . z . . ’
permite @& agao natural de suas enzimas proteoliticas, pois e reconhe
cido gue o efeito amaciante gue ocorre nesse processo, result

53 . ;
alteragoes cue sofrem as proteinas do musculo.

~
0 procedimento convencional do amadureciimento preve a
= ’ - i O <
armazenagen do musculo em temperaturas proximas de 2 C, por um peri
3 = T 85 s L oy 3 = Sy IS e
odo de 10 dias a2 % semanas,. apesar de gue a maciez maxima e obtida

entre 10 e 1L dias.. Uma limitaczo ao uso deste processo, segundco o
piniao ce alguns consumidores, € o desenvolvimento associado de um
"flavor"™ descrito como "walnutlike" ou seja, aroma parecido ao da
madeira. DLegta conclusao, normalmente eraz emitida por pessoas habi
tuadas a consumir carne com 3 a 5 dias 6 o abate do znimal, pepé

odo este, wmuito curto pzra o desenvolvimento do "flavor' mnatural da
carne (01).

Uma condigao tambem importante a2 ser observada na camara

Y

de maturagdo é com relagao a umidade relativa do ar.. Esta condigzo
deve ser ntida entre 83-86%, 2 fim de evitar um excessivo gotejz
mento e ume consecuente perda de peso (O1).

L Fundegao Instituto Americano de Carme, realizou estu
dos visando determinar,. para a obtengao de uma identica macies, o©s
tempos exigidos por temperaturas distintas. O guadro a seguir, elz

borado por BERNHOLDT (0l), retrata os resultados obtidos:
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y TEMPERATURA (°C) TEMPO
C - 2,0 2 - 3 semanas
7,2 5 = 6 dieas
12,7 3 - L4 dias
20,0 2 dias

- '
O processo de maturacao natural do musculc apresenta as

. seguintes desvantagens, segundo ROBINSON & GOESER (46):

1 - quebra do peso da carcaga, devido a perda da umida-

¢ de;

2 = desenvolvimento de "flavors'' estranhos;

: 3 - descoloracao das superficies externas;

L - tempo exigido para a consecugzo 4o Processo;

5 <« infraestrutura operacional onerosa.

Congsidera H2MM (17), gue em virtude da carne possuir cer
ca de 75% de agua e da forma como ela é ligada as estruturas nuscu-
lares, cuesc sempre todos os proccdimentos de estocagem e processa=-
mento szo influenciados pela sua capacidade de reter agua., Observa

® &

. . - ’ . )
ainda o mencionado autor que a cuestao e de interesse economico, ten
¢o em vistz gue o problema da perda de peso nzas operagoes de estoca

~ L ° .
gem, cocgao, congelamento e degelo, esta relacionacdo com =zs liga

~ - ~ . . * - 4
goes da aguz no interior do musculo. Como todas estas operagoes ob
. . ) - 0 . - -, .
Jetivam a gualidade final da carne, sua capacidade de reter ague in

. - . » < - - .
flui diretamente sobre a maciez, pois esta intimamente ligadz ac re
laxamento cda rede cdo gel proteico.

-

Lsseguram FORREST et a2lii (11), que muitas das p

b

oprie

0

£ &oals 5 3
cades fisicas da carne, tais como a cor, a textura, a firmesz

, a
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suculencia e a maciez, sao parcialmente dependentes da sua capacidz

" - ” ) rd - . o - = -
de de reter agua e cue, poxr ocasiao do corte, pode ocorrer & pPexrdsz
de grencdes guantidades do suco da carne. Este evento, acarreta uma

redugao no peso, nc valor economlco, na sua palatabilidade e no <g

[

. Ca i} . . . ” =
or de proteinas soluveis, vitaminas e minerais. AL operagao do coxr
F i I - . K
te e tambem vital para o sucesso da etapa posterior, a ser realiza

dz pelo consumidor, gual seja a cocgao.

Esta etapa cdesempenhe igualmente pavnel relevante pare =
o o

qualidade da carne, z0 considerarmos o processamento como um todo,

tendo em wista qgue a aplicagao do calor, pode aumentar, com igual
&S o 4 £ 33 3 o g .

probabilidacde, os indices de maciez tanto positiva, como negativa

fod . - .
mente. Este fato esta diretamente relacionado com os dois componen
- - £ . - . .
tes estrutur=zis do musculo: as fibras musculares e o tecicdo conjun
tivo (HEARNEY et 21ii, 18).
-

Lfiymam FORREST et alii (11), que uma cocgao a 56-58°
casiona um amaclamento relativemente baixo. Nc casoc de temperatu-
l1tzs (72~7:°C), o répido encolhimento do coligeno acarre
cimento.” Entretanto, se o aguecimento for mantido, resul
ancial incremento na formagao de gelatina, o gue eventu

almente causa o amaciamento, Consideram aindsz, que, apesar do grau

L)
-

- & ~ - -
de cocgzo depender da preferencia do consumidor, o conhecimento da

- - - p .
duracao aceguada do aguecimento dz carxme e essencial.

- - e 1
Reporta-se o mesmo zutor (11l), sobre os meéetodos de coc
o

-~
s ¢ a eficiencia dos mesmos sobre os o

IH 1

versos tipos de corte, Lssim, a coccdo pPor calorn seco (150-175°C),
er

’ & . <
e adequada para fatias finas e o periodo de aguecimento deve

S
curto. L4 coccdo por-cakorn amido (95-100°C), deve ser utilizada pa-
t

ra cortes maiores, gue contenham grandes guan

idzdes de tecicdc comn
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Juntivo. O tempo de aplicagzo da fonte calor
z -
do por longos pmeriodos, a fim de possibilitar =2 ge

geno. ©C méitodo de €0€€d0 por microondas &
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za frequéncias entre 915 = 2,450 megahertz

. . > :
na industriz de 2limentos preparados.

Lo estudarem a relacaoc temperatura de cocgz

et alii (13/, observaram gue o colageno do tecido conju

mais mais idoses, possuem suas ligagoes cruzadas mais extenseas @

mais fortes do que aguelas encontradas em animais wmais Jovens, razac
. - . <

porgue necessitam de um maior periodo de tempo para que ocorra a ge

latinizacao

- -— .
2.7 - Lmaciazmento Enzimatico

I 3 - . sl -
£ aplicagao de enzimas no amaciamento da carne e conhe-

»

. L4 . r - J - X o R 4
cida ha muitos séculos, pois, segundo LASSOUDIERE (27), Hugues ja 2
citara em seu livro ""The natural history of Barbados', editado e
1750.. Em tal publicagzo, consta gue os nativos, empiricamente, des

adicionarem suco de abacaxi ou mesmo fatia

[63]

cobriram gue a do fru

o)
-~ - - - -
to a2 carne, antes da cocgac, az sua maciez aumentava significativa-

mentea
e . . . 2
Somente neste seculo, mals especificamente a partir de
X :
1840, e cue o uso de enzimas passou a desempenhar papel importante

=

na tecnologia de alimentocs.

fLs enzimas envolvidas no processo de amaciamento da car
ne szo denoninadss de proteoliticas, por terem 2 habilidade de hi
drolizar ou cquebrar as proteinas fibrilares e as do tecido conjunti
vo (BERNHOLDT, 0l). DEssas enzimas podem ter origem vegetal, animel

e fungica, Entre 2s primeiras, sobresszem-se pelo uso e eficiéncia:
e ficine, a2 papesina e a bromelina. As mais importantes de origem &

cripsina e a2 quimctripsina, encuanto cue z2s . - obtida
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atraves de microorganismos, rececbem a denominagao comercial de pro-

teases (TSEN & TAPPEL, 50; SCHWEIGERT, 48).

As enzimas proteoliticas de origem vegetal, sao classi-
ficadas como glicoproteinas, globulares sulfidrilicas e pecla sua
forma de atuagao, identificadas como endopeptidases. Sua agac cata
1itica, como geralmente ocorre com todas as enzimas, ¢ afetada pelas

~ 2 * 4 . - - -
alteragoces de pH e temperatura, alem de mostrar estrita especifici

dade ao substrato. Isso significa que este composto requer uma con

t ]

figuracao na qual o centro de atividade catalitica esteja localiza
do em uma regiao de molécula, denominada "sitio ativo', caracteriza
do pela presenca do grupo Sulfurio (SH) (WHITAKER, 56, YAMAMOTO,
58:.e LASSOUDIERE, 27).

Observou SCHWEIGERT (48), que as solugdes enzimaticas a
tuam, tanto sobre as fibras musculares, como sobre os componentes do

tecido conjuntivo durante as primeiras fases de cocgao. Essa atua

~ ’ ¥ ~ < 2 ~
¢ao e caracterizada por alteragoes estruturais e pela liberagac de

s SO < s y
aminoacidos livres e/ou soluveis.

Demonstraram KANG & RICE (22) que o grau de hidrolise
das mencionadas fragoes, varia com o tipo de enzima que & utilizada.
Essas diferengas nas caracteristicas hidroliticas, podem conseguen-
temente, ocasionar um melhor entendimento dos mecanismos do amacig
mento enzimatico e orientar a sua aplicacao sobre os diferentes mﬁi

culos.,

. < . .
Dentre todas as enzimas proteoliticas de origem vegetal,
. » 3 - o
a papaina e a mais extensivamente estudada, em fungao de sua larga

aplicagao no processamento de alimentos. Esta enzima pode ser obti

da do tromco, das folhas e do fruto do mamoeiro (Carica papaya , L.),
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porem, em escala industrial, esta ultima alternativa e a2 mais renta

vel, principalmente se o mesmo estiver imaturo (HAENDLER & RUET, 16;

CARVALHC, 05; YAMAMOTO, 58 e POTTER, 41).

De acordo com os dois primeiros pesquisadores (%ﬁ; OE),

os mamocircs portadores de flores femininas e os hermafroditas, sao
. - & - . .
mais produtivos em latex que aqueles de flores unicamente masculi

nas.

O processo de coleta, a partir do fruto, & efetuado a
traves de incisoOes longitudinais, que nao devem ultrapassar de 3mm
de profundidade, a fim de nao prejudicar c¢ sabor da polpa. Esta ope
ragao deve ser realizada, preferencialmente, as primeiras horas da
manha, pois a temperatura mais amena, ao diminuir a velocidade de
solidificagzo, facilita o escoamento do latex (HAENDLER & HUET, 16).
Esses pesquisadores recomendam ainda, gue o létex, apés coletado, de
ve ser rapi&amente congelado e desidratado, pois o contacto prolon

gado com o ar afeta sua estabilidade.

Segundo YAMAMOTO (58), a estabilidade da papaina em so
lugdo é boa em um pPH de 5,0 e sua atividade 6tima, e desenvolvida no
PH igual a 7,0 para substratos comec a albumina do ovo e a caseina.
Sua atividade sobre a gelatine exige um pH ao redor de 5,0. LASSOU
DIERE (27), opina que a estabilidade otima & encontrada num pH en
tre 5-6 e gue o ideal para a digestao das proteinas esta entre 7 e

735

Pesquisadores como KIMMEL & SMITH (25), discordam das o
pinides emitidas por YAMAMOTO (58) e LASSOUDIERE (27), ao afirma-
rem que o pH otimo para a hidrolise de substratos sintéticos pela
papaina, geralmente szo agueles préximos de 5,0. Uma vantagem apre
sentada pela papaina, em relagao as demais enzimas proteoliticas ve

getais, & a sua estabilidade as altas temperaturas (WHITAKER, 56).




A ficina, observa YAMAMOTO (58), ¢ em muitos aspectos,
similar a papaina e & obtida a partir do latex de diferentes espéci
es do género Ficus. Estas espécies, segundo WHITAKER (56), sao em
numero superiores a quarenta. Sua coleta e processada a partir do
fruto verde e os cuidados recomendados para a papaina tambeém sZo yé
lidos n= operagao de estocagem. A enzima ¢ obtida por centrifuga
¢ao do lLatex (KRAMER & WHITAKER, 26).

Afirmativa efetuada por WHITAKER e transcrita por YAMA
MOTO (58), estabelece que a atividade Otima da ficina, e obtida em
valores de pH variando entre 7 e 8 e, que entre 3,5 e 9,0, esta pro
priedade pode ser considerada razoavel. Reporta ainda o mencionado
autor que o pH otimo da atividade dessa enzima, e grandemente depen
dente do tipo de substrato. Com a caseina, por exemplo, a curva de
atividade em funcao do pH, apresenta dois picos diferentes, um a
6,7 e outro a 9,5. Esses eventos, em funcao do tempo, proporcionam
distintas velocidades de hidrolise. Com as demais proteases, a tem
peratura otima de atividade da ficina depende do tempo da reacao.

: . > : o
Esta enzima e completamente inativada a 80 C.

A outra enzima protecolitica de origem vegetal, a brome
lina, e obtida dos sucos da polpa e do caule do fruto do abacaxizei

ro (Ananas comosus, L) (YAMAMOTO, 58). Seu processamento industri-

o

al, nas etapas relativas a estocagem, desidratagao e purificagao, &

semelhante équelas adotadas para a papaina e a ficina.

Observa GOULD (15), que o pH Otimo da bromelina, com re
lagao a substratos como a caseina e a hemoglobina, esta entre 6 e 8.
Com respeito a temperatura, o citado pesquisador, recomenda 5OOC Pa
ra a maioria dos substratos, porém com a gelatina, a maior ativida

de é encontrada a 60°C.

Cas . < . .
A forma de acao das enzimas proteoliticas, caracteriza-

-, £ -~
se pela guebra das moleculas proteicas em fragoes menores e a se
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guir em aminoacidos livres ou hidrossoltveis., Segundo WHITAKER(56),
essas enzimas desempenham um papel muitco importante mo processamen
to de alimentos, pois sao usadas na producgao de gueijos, de cerve
jas, noc amaciamento de carnes e na modificagaoc das propricdades das

proteinas dos cereais.

Para que elas possam ser utilizadas no processamento e/
ou beneficiamento de alimentos, necessitam que sejam previamente pu
rificacas WISEMAN, (57). De acordo com REED (45), a concentragao

e ~ % , P, ~ ’ “
maxima da solugao enzimatica nao devera ser superior a 500 ppm.

No caso especifico do amaciamentoc da carne bovina, os
métodos utiiizados sao: 1 - borrificagao com polvilho enzimatico; 2
- imerszo em soluc2oj; 3 - "spray" da solugio através de aerosol; L-
sistema de injeg¢oOes multiplas e 5 - injecao da solugao diretamente

no sistema circulatorio, antes do abate. ( BERNHOLDT, O0O1).

@)

Uma das limitagdes de alguns dos métodos de aplicaggo
de enzimas sobre a carne, e a obtenggo de uma distribuicao uniforme
através dos tecidos (SCHWEIGERT, 48); BERNHOLDT, 0l; e MIER er alii,
34).

Essa limitacgzo, representada pelo acumulo dos agentes
amaciadores, apenas sobre a superficie da carne, aléem de nao atin
gir o centro do "steak'", promove um indesejavel super-amolecimento
nas partes mais externas. Em razac desse fato, BERNHOLDT (o1), pro
poe que og metodos de borrificacao e de imersao, somente sejam uti

lizadogs er: fatias muito finas.

Visando superar este problema, algumas técnicas tem si
do exploradas. Uma delas, desenvolvida por MIER et alii (34), suge
re a perfuragao das fatias mecanicamente, antes de que se realize a

. i = - . 7 . . . . »
aplicagac da solugao enzimatica, a fim de proporcionar uma maior di

-~ & .
fusao atraves dos tecidose.
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Um outro método, tentado por BERNHOLDT (1), utilizando
agulhas méltiplas por onde a solugao foi aplicada, apresentando me
lhores resultados, porém ocorreu igualmente; super-amaciamento mnos
locais perfurados pelas agulhas. Quando utilizouxse pedagos de mai

- ” - - ’, -
or tamanho, 2 distribuicgao mostrou-se insatisfatoria.

Conforme afirmativa do mesmo autor (0l1), um procedimen-
to gue tem obtido algum exito, € a aplicagao da solucao atraves de
"spray'", cquando antecedida pela operagao de multipla perfuracao. Es
te processo combina a2 agzo da fase gasosa com a da fase liguida e
promove uma atomizagao da enzima dentrc do tecido. No seu trabalho,
esse autor refere-se a estudo efetuado por WANG et alii, (54) no
qual eles, apos liofilizarem os "steaks", reidratavam-lhes com uma

~ £, . & -
solugao enzimica contendo bromelina e protease fungica.

Fator de importancia gue deve ser considerado, a0 submie
y - ~ ; 2 v %
ter a carne ao amaciamento atraves da agac de enzimas, diz respeito

S e - - -
a relagao existente entre os teores de fibra muscular e tecido con

3 a ’ s ~ -, 5 3
juntivo que cada musculo possua. Esta relacao e que vai pesar na
- iz - i, - - - ~ -
Prescrigac ca solugao que se vai utilizar. A relevancia desse as
3 4 ™ . < -
pecto, liga-se a constatacao de gue as enzimas proteoliticas, Pos

. . . 2 . e . , . . i
suem diferentes potenciais de hidrolise sobre as varias proteinas de
- ~ ~ .
cada musculo. Dessa forma, as preparagoes sao fundamentais para a

obtengac de um . adequado amaciamento (01),

O trabalho de WANG et alii (54}, referido anteriormente,

5l . . . £ . .
demonstra ¢ potencia relativa des enzimas proteoliticas, vegetais,

sobre os componentes do tecido muscular.
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¥ FTBRA TECIDO CONJUNTIVO

BRZLNA MUSCULAR
COLAGENO ELASTINA

TTCINA +++ +++ ++++

PAPATNA ++ + ++

BRCMELINA tragos +++ +
Baseado nesses dados, BERNHOLDT (01), realizou - experi
< mentos comparando a atuacao de solugaes mono-enzimicas com solugoes

combinadas. A referida pesquisa apresentou os seguintes resultados.

M A C & E Z

MOSCULOS NIVEL ENZIMATICO

o CONTROLE TESTE
FATIAS (=)
- "Rib-eyel 1:1 papaina 6,8 9,
- "Strip loin" 1:1 papaina 6,3 3
- "Sirleoin Buti" 1:1 papaina 6,4 Gs
POSTAS (*)

@
- "Inside" 1:5 bromelina/papaina 6,4 8,4
- "Knuckle' 1:4 bromelina/papaina 6,2 3,1
- "Qut sicdel 1:3 bromelina/papaina 6,3 AR
(*) = FATIAS: I'"steaks" de pequena espessura

FPOSTAS: '"steaks'" de maior espessura.

Uma constatacao importante segundo o mesmo autor (01),

. @ -
refere~-se ao fato de gue no experimento com carne amaciada pelc me
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todo de "spray' a zero dia, foi significativamente mais tenra gque

um controle envelhecido durante 14 dias.

Atualmente, o método "pos-mortem' mais eficag para me
lhorar cualitativamente a carne, e aguele denominado de "amaciamen-
to da cercega inteira'. Com este metodo, as solugoes enzimaticas
sao injetacas em areas selecionadas do animal, logo apos o abate., Os
resultacos deomonstram haver uma distribuigao mais uniforme da enzi-
ma, ocasionada,supSe-se, por dois fatores: a temperatura da carca

- s . r .
ca e o estado do misculo no momento em que a enzima e aplicada(Ol).

Apesar dos bons resultados gue o uso do "spray" e da in
jecao enzimatica na carcaga intacta apresentaram, algumas limitacgoes
continuam a existir, principalmente com respeito a sua distribuigao
no interior dos tecidos. Uma tentativa bastante revolucionéria, a
injecao da s>lugao na jugular do animal vivo, baseada em fatores jé
conhecides, relacionados por BERNHOLDT (0l) e citados por KANG &

WARNER (23), demonstraram excelentes resultados:

1 - o sistema vascular do animal realiza uma perfeita

. - . o o~ £ .
distribuicgao da solugao atraves dos tecidos;

-~ L4
2 - o coragao e uma excelente bombaj;
3 - a corrente sanguinea atua como um diluente para a
- » -
enzima, com peqguenas chances de ocorrencia de cen

” - - » -
centracoes indesejaveis; e
2 - s~ - . -
4 - as enzimas tem habilidade para amaciar a carne.

i tecnica de utilizacao desse método, todavia, deve obege
decer a alguns criterios fundamentais, guais sejam: 1 - as enzimas
50 poderzo rer utilizadas na sua forma inativa; 2 - a concentracio
enzimatica cdepende da idade do animal e das suas condicoes fisiolo-

3 . > . -t ’ &
gicas; e 3 - o tempo entre a aplicacgao e o abate devera variar en

tre 2 e 10 minutos.
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Conforme opiniao de KANG & WARNER (23), se as enzimas
utilizadas estiverem na sua forma ativa, podem dcasionar um estado
de "stress" severo, caracterizado por respiracaoc ofegante, conges

tao nasal, depressao e espumagao.

Reporta-se BERNHOLDT (01) ao fato de que animais ve
lhos e de ma qualidade, necessitam geralmente, fe duas vezes mais

solugac enzimatica do que agqueles jovens e de boa linhagem.

~ & % L4
Uma observacgao importante referida pelo mesmo autor, e

- . . . . ~ ”
que no caso dos animais ja injetados nao puderem ser abatidos, a
-~ F » ~
solugao e naturalmente excretada, sem que haja qualquer ameaga a

sua vidsz.

Ao estudarem a influéncia da injegao enzimatica no ani
mal vivo, sobre a qualidade final da carne, SMITH et alii (%49),

. - - o - . . N
chegaram a conclusao de que alem de haver um aumento significativo

3 ~ = ¢ 5
mna-maciez, nao foi constatada qualquer perda nas suas caracteristi

iy % > N Lo .
cas organolepticas.

BERNHOLDT (01), que desenvolveu para a SWIFF COMPANY,
este processo de amaciamento "antemortem'', patenteado sob a-denomi
nagao de PRO-TEN, apresenta algumas vantagens do seu uso, como se
jam:

1 - o processo nao afeta o "flavor" e a aparencia da
carne, resguardando pois suas caracteristicas natu
rais;

2 - pode substituir ou complementar a operacao de matu

~ & -
racao pelo metodo convencional;

3 - o produto pode ser comercializado fresco ou refri

gerado; e

4 - oferece uma maior utilizacgao da carcaga, desde gue
agueles '""steaks" que geralmente necessitam de ca

2 -’ . -~
lor umido, podem sofrer coccao por calor seco.




)

3 - MATERIAIS E METODOS

3.1 - Materiais

3.1.1 - Matéria Prina

Neste trabalho utilizamos como matéria prima, muasculos
bovinos originarios dos gquartos dianteiros e traseiros. Os animais
foram abatidos no Frigorifico Industrial de Fortaleza S/A.(FRIFORT),
com idade aproximada de 36 meses, sendo predominantemente mestigos
da raga zzbuina. Os miusculos dianteiros escolhidos foram: o Ingra-
Spinatus = o Supraspinatus | situados na regiao medial da escapula

(pa). Os traseiros relacionados foram: o _longissimus doxrsi, locali

zadds na regiso sub-dorsal, conhecido comumente como "contra-file',
retirado = partir da sexta vertebra lombar e o Semimembranosus situ
ado na face lateral da parte posterior do coxao (FELICIO & PICCHI,
10) e TUCKER ct alii (51),

3.1:.2 - Enzimas

Ls enzimas proteoliticas de origem vegetal usadas nesta

- . 5 o . < .
Pescuisa, tiveram as seguintes procedencias e caracteristicas:

Prpaina MERCK: enzima purificada, produzida em Dammstadt

(Llemanha), sollvel,com poder digestivo de 1:35 e ati
vidade de 1 Anson - E/g 12.000 E/g.

Papaina CEPED: enzima nao purificada, sem especificacao,

obtida pelo Centro de Pesquisas e desenvolvimento (CEPED)
Cemagari, Bahia, resultado de pesquisa tecnolégica fi-
nanciada pela SUDENE,

~romelina MERCK: enzima purificada, produzida em Darm

stadt (Alemanha), soluvel, especifica para testes bioc

guimicos, com atividade de 2m Anson - E/mg.

29
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qumeliha"BIbBRASE enzima purificada, produzida pela
Bioguimica do Brasil S/A.(BIOBRAS), em Montes Claros, Mi

nas Gerais, com atividade proteolitica de 1.200 GDN/g,

umidade menor que 4%, conteGdo proteico entre 0,50 e

0,55% por grama de po e pH em agua entre 5,4 e 5,8,

~

Jele3 = Substratos artificiais

Os substratos usados na determinacao da faixa otima de

atividade e das variagoes mno grau de hidrélise,em razao dos aumen

e tos nas concentracoes das enzimas anteriormente mencionadas, foram:
a caseira, elaborada segundo Hammarsten e a hemoglobina, obtida de

acordo com o método de Anson, ambas produzidas pela E. Merck, Darm-~

£ - < . . £ .
stadt, soluveis e especificas para estudos biogquimicos.

.

3.2 - Mctodos

3.2.1 - Determinacao da atividade proteolitica das enzi

mas, usando-Se a caseina como substrato

Este metodo, utilizado por PARK & DRAETTA (39), obedece
basicamente as seguintes etapas: preparar com agua déionizada, solu
¢oes de cada enzima na concentraczo de 1,1%; efetuar a pesagem de
caseina, O,1g, e adiciona-la a cada tubo de ensaio; pipetar 10ml da

® solugao enzimatica em cada tubo de ensaio gue contem caseina, homo-
geneizar e a seguir manter o complexo em repouso por aproximadamen
te 10 minutos; incubar os tubos por 15 minutos, nas temperaturas de
30, 40, 50, 60, 70, 80, 90 e 95°C, respectivamente; este mesmo pro

. L4 ~
cedimento devera ser adotado com relagao ao controle,que devera ter

=N

todos os componentes, menos a solugao enzimética; decorridos 15 m

nutos de incubacao, medir o pPH com auxilio de papel de tornassol

e o |

adicionar 2ml de solucao de acido tricloroacético a 10% em cada t

bo, com agitagao, a fim de deter a a¢ao proteolitica das enzimas;

! remover por filtragao as proteinas nao hidrolizadas; transferir 1lml
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dos filtrados para balses volumétricos de 100ml, adicionar 3ml de
NaOH 0,5Ne 1 ml do reagente de Folin-Ciocalteus 1:2 (a razao da in
corporacao do NaOH 2 solucio é o fato de que o corante fenolico, su

pramencionado, somente atua em solucoes alcalinas); decorridos 10 mi

-~ L4 . P’ - 4
nutos da recagao, acrescentar agua deionizada, agitando sempre, ate
completar o volume para 100ml; apés realizada esta operagao, medir
a densidade oOptica da solugao a 660 nu,; em espectrofotametro Spec

troni¢ 20 da Bausch & Lomb; ajustado anteriormente com agua deioni
zadai A densidade otica representa a cohcentracao de aminoacidos to

tais que foi obtida pela hidrolise.

3.2.2 - Determinacao da atividade proteolitica das enzi

mas, usando-se a hemoglobina como substrato

O método utilizado foi o proposto por Anson e descrito
por MARTINS (32), que obedece a2 seguinte metodologia. Inicialmente
prepara-se uma solugao de hemoglobina a 2% de acordo com o esquema
a seguir: pesar 5g da hemoglobina e dissolve-las em 50ml de agua
deionizada; a seguir colocar esta solucao em um saco de celofane
para dialise, por aproximadamente 12 horas, imerso em um recipiente
contendo 1,000ml de égua deionizada a temperatura de QOC, para remc
ver as substancias dializaveis que possam interferir na agao das en
zimas. Diluir 50ml desta solugao para 100ml e adicionar 18,15ml de
NaOH e 63g de uréia; a incorporagao da uréia tem por finalidade au
xiliar a execugao da etapa seguinte, qual seja a desnaturagao da he
moglobina; essa etapa é concluida pela manutencao da solugao em re
pouso por um periodo minimo de 60 minutos. Posteriormente, ajustar
o pH, com acido acetico glacial para 4,4. Apés essa operagao, dilu
ir a solucao para 250ml com égua deionizada e estocar em refrigera
dor. Apcs preparada a solugao especifica de hemoglobina, dinicia-se

. o < - - . . .
a determinacao analitica da atividade proteolitlca das enzimas, gque

tem o seguinte procedimento: mistura-se 2,5ml da supramencionada
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solucao de pH 4,4, com agua deionizada, em quantidade suficiente pa
ra que quando a enzima for adicionada, o volume total seja de 5,0ml.
A temperatura deveré Serrmantida em BSOC, em banho-maria, provido

de controle termostatico. Os tubos deverao ser conservados na égua
por 5 minutos. Adici&nar a seguir, a amostra da enzima aos tubos,
sob agitaczo. Sessenta segundos apos, retirar uma aliquota de 2ml

dessa soclucao e coloca-la em outro tubo gque contenha 3,0ml de acido
triclorcacetico a 5%; (este tubo sera o controle). A quantidade res
tante devera ser mantida em repouso, a temperafura ambiente, por um
periodo de sessenta minutos. Decorrido esse tempo, separar as prote
inas nao hidrolizadas por filtracao, utilizando papel quantitativo
de operaciornalidade lenta. Ato continuo, retirar 1,0ml do filtrado,
acrescentar 0,2ml de NaOH 2N e 5,0ml de Folin C. Deixar em repouso
por dez minutos e adicionar 0,5ml de Folin D. Apos um repouso de
trinta minutos, fazer a leitura a 750nu, utilizando um Spectronic

20 da Bausch & Lomb.

3.2.3 - Experimentos tecnologicos

3.2.3.1 - Preparo de amostra

Os musculos foram retirados de carcaca previamente sele
cionada, tendo em vista o desenvolvimento e harmonia de suas partes,
depois de 24 horas de estocagem em camara frigorifica a uma tempepg
tura de 2°cC. Depois de identificados e pesados, cada musculo foi
acondicionado em saco de polietileno e armazenados a uma temperatu-
ra de :ﬁgﬂg. Visando a obtencao de amostras significativas, foram
retiradas treés porgoes de cada masculo, sendo que a fatia = .céntral
serviu para a obtengao dos controles. Das fatias laterais, foram
obtidas as amostras que sofreram o tratamento enzimatico. Essas &
mostras, com dimensoes de acordo com os fins a gue se destinavam, fo
ram submetidas a tres tipos de experimento: medigao da tenrura por

A . - . A . s . -
processo mecanico, observagao histologica e analise sensorials
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3.2.3.2 - Aplicacao da solucao enzimatica

A forma de aplicagao das enzimas foi a de "spray" por

%)

aerosol. intes da aplicagao, os cubos de carne foram perfurados

[0R)

fim de facilitar a posterior difusao da solucao, Este metodo,

o))

consideradc por BERNHOLDT (01), como um dos mais eficientes para
tenrificagczo da carme. A guantidade de enzima adicionada a cada
"steak", fci calculada em funcao do comportamento de cada uma delas
em relacao 2 caseina e a hemoglobina e controlada de acordo com a
vasao permitida pelo bico do aerosol (0,5ml/s) e do tempo de aplica
3 ¢ao. O cubo de carne, apés sofrer a adig¢ao da solugazo enzimatica
foi manticdo em fépouso por um periodo de tempo nao inferior a 30 mi
nutos, & temperatura ambiente, com a finalidade de permitir uma me

lhor distribuigao das enzimas atraves dos tecidos da amostra.

3.2.3.3 - Técnica de coccao

A cocgao das amostras foi realizada de acordo com as reg
comendacoes de autores como YEATES (59) e BERNHOLDT (0l1). Os menci
onados pesquisadores, alertam para a conveniencia de que fatias de
pequena espessura, devem sofrer aquecimento lento, a fim de evitar
o endurecimento das fibras musculares. O tempo de permanencia da 2
mostra sob a fonte calorifica nao foi superior a 10 minutos, sufici
ente para gue a temperatura de 70°C atingisse o ponto frio da mesma.
Esta temperatura ¢ importante pois permite uma melhor atividade da
enzima e¢/ou solugao enzimatica. O aquecimento utilizado nesta eta
pa do experimento, foi uma grelhadeira eletrica domestica, portado
ra de uma resistencia de 111,2 ohms, a qual foram adaptados dois

A 3 - & -
termometros de precisao e um regulador automatico de temperatura.

3.2.3.4 - Medicao da tenrura

3.2.3.4.1- Por processo mecanico

Esta medigao foi efetuada atraves do uso de umntenden&g
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ters Warner-Bratzler Meat Shear, da GR ELETRIC, Cod. 2,000, com cg
pacidade de 50 1lb/pol, ou seja, 336505 kg/cmz, que atraves de um

0 s . ’ . -
mostrador, indica a forga necessaria para romper a fibra muscular.

3.2.3.4,2- Por observacao histologica

0 método utilizado nesta medigao foi o adotado por PARK
& DRAETTA (39), adaptando-se algumas sugestoes de WANG et alii (54).
Teve o seguinte procedimento: - blocos de masculos, com dimensoes de

0,5 x 0,5 x 1 cm apos liofilizados em equipamento VIRTIS~-RESEARCH
= (GARDNER-New York), nas condigoes de 25°C de temperatura e 23" de
vacuo, foram mergulhados em 10ml de uma solugao enzimatica de papai
na MERCK a 0,1% colocados em tubos de ensaio durante o periodo de 5
horas e a temperatura ambiente. Uma amostra controle foi preparada
simultaneamente, adicionando-se 10ml de agua deionizada. A seguir,
os fragmentos foram fixados em formalina a 10%, por 48 horas. Apos
a fixagéo, s amostras foram submetidas a0 procedimento histolégico,
que constou das seguintes etapas: desidratacao em série progressiva
de alcool, clareamento pelo xilol e inclusao em parafina (Ponto de
fusdo: 56-58°C). A inclusZo foi realizada de forma a que se obtives
se cortes transversais as fibras. O material foi submetido a um mi
crotomo rotatbdrio para parafina (American Optical, Mod. 920), sendo
obtidos cortes de 10 micrometros de espessura. As amostras obtidas
foram montadas em lominas microscopicas e colocadas em estufa a 40°
C para colagem e secagem. No processo de coloragao, o material foi
submetido as seguintes fases: 1 - desparafinizacao pela passagem

por xilol; 2 - hidratacao gradativa pelo alcool até a égua e 3 - co

loragao propriamente dita, Nesta fase, foram aplicados 3 métodos
distintos (CONN & DARROW, (07) a seguir descritos:




1 - METODO DE HEMATOXILINA -~ EOSINA (HE)

1.1 - Sclugoes corantes

lei.l - Hematoxilina de Delafield

Hematoxilinag cessesssssssssnesiss % &
Etanol 95% ecoseccccscsenssacess 25 ml
kmonium alum, sat, sol. agquosa . 400 ml
Glicerol scesesscessesascsscnses 10 ml

Metanol ssceccsscccossssscanscses 100 ml

lele2 = Eosina

@
Solugao aguosa de eosina 2 1%
1.2 - Técnica
Corar a amostra com hematoxilina de Delafield por 15 mi
S nutos; lavar em agua corrente até a amostra azular; passar em égua
destilada; ccrar pela eosina por 2 a 5 minutos; passagem répida em
égua destilada; passagem em 2lcool 95 a2 100% clarear e montar em
Balsamo do Cznzada.
2 - METODO DE COLORACEO DE VAN GIESON
2.1 - Solucoes corantes
=

2.1.,1 - Hematoxilina férrica de Weigert

Soluqao A: - Hematoxilina.ooo cevaso0veccen 1 g
Etanol 95%..-.......I'..'... loo ml

Solug2o B: - Cloreto férrico 29% em sol,
aquosa @eev s e sscpeeens 0 4m1
Agua destilada Ppesoovesvs o 95 ml

£eido cloridrico eeeeesees 1 ml

0BS: -« Na hora de usar, misturar em partes iguais

as solugoes 4 ¢ B.




®
2142 = Soluqao de picro~fucsina de Van Gieson
a Fucsina 2cida a 1%, em solugcao aquosSa eseee 1LOml
Lcido picrico a 29%, em solugao aguo=
sa Saturada s rP0 s ee eP PO A EO B eI RB OO LA BPOQPOES 50ml
2,2 - Técnica
Aplicar sobre a amostra hematoxilina férrica de Weigert,
por 5 a2 20 minutos, para que ocorra a coloragao nuclear; lavar com
égua destilada, para a retirada do excesso de corantej corar as 2
e mostras com a solucao de picro-fucsina de Van Gieson, por 5 minutos;
lavar com agua destilada; desidratar com alcool; clarear ¢ montar
em Balsamo do Canada.
3 - METODO DE COLORAGCAO TRICROMICA DE MASSON
5 3.1 - Solucoes corantes
3elel - Hematoxilina férrica de Weigart
3-102' bt SO].U.Q&:.O L: Fucsina écida s 0 0enssecvscsr e 1 g
Acido aCético 9 s a0 00000000880 1ml
Agua destilada e s ocaceos 90 s e 100 ml
3:1.3 = Solugzo B: Solugao aguosa de acido fosfo
molibdico a 1%.
@

3s1l.4 - Solugzo C: Cromotrope 2R a 1%, em aguaz.

3.2 - Tégnica

Corar a amostra pela hematoxilina férrica de Weigert
por 5 a 20 minutos; aplicar a solugzo A por 5 minutosj lavar com é

gua destilada; diferenciar pela solugao B, por 5 minutos; sem lavar,

deitar sobre a lamina 5 a 6 gotas da solugao C, por 2 a 5 minutos;




lavar com agua destilada; lavar em agua acética, por 5 minutos; 1la

var em alcool absoluto a 100% por 30 segundos, desidratar e montar.

Apas efetuar a coloragao, 0 material foi submetido a ob
servagao microsedpica e microfotografado; utilizando mnesta operagzo
oeular, de 6,3x e objetivas de 10 e 40x,

3.2.1 - Por analise sensorial

Para a realizagao desta analise, foi utilizado um pai
nel de 10 (dez) provadores. Estes provadores, utilizando o teste
de ordenagao, opinaram sobre o grau de maciez gradativo de 6 amos=-
tras de carne, sob diferentes concentragdes enzimaticas, O resulta

do apresentado foi a seguir analisado estatisticamente (MORAIS 35).

.
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4L . RESULTLDOS E DISCUSSZO

L avaliagao da atividade das enzimas -~ papaina e brome
lina - foi realizada em diferentes gradientes de temperatura, desde
30 até 89°C. Os picos maximos ocorreram z 84 e 66°C respectivamen

te, a um pH de aproximadamente 5,5.

Os dados obtidos nas condigoes do nosso experimento, eg
tao graficamente representados na Fig, 1 e expressos numericamente

nas tabelas 1 =z L,

Esses resultados, todavia, nao estao coerentes com ague
les encontracdos por BERNHOLDT (01) e PARK & DRAETTA (39), que con
cluiram estar as temperaturas Otimas da bromelina em torno de 60°cC
e da papaina em 7OOC. Convém observar gue apesar de utilizarmos en
zimas ce diferentes fontes, os resultados obtidos, para as tempera
turas 6timas, foram consistentes e independeram da origem das mes
mas. Podemos especular que os dados encontrados pelos mencionados

pesquisadores, foram obtidos a um pH entre 7,0 e 7,5 para a papaina

38




)

e entre 6,0 ¢ 8,0 para a bromelina. Nesta pesquisa, o pH foi ajus-
tado entre 5;0 e 650 préximo ao da carne em estado de pas—rigor.
Outro aspecto a considerar & o grau de pureza das preparagoes enzi=-

maticas utilizadas neste trabalho.

Entretanto, a temperatura bdtima determinada para a atji
vidade maxima da papaina, esté de acordo com as observaqées realizg
das por WHITAKER (56) e YAMAMOTC (58), onde afirmam ser esta enzima
a mais termoestavel dentre as proteoliticas de origem vegetal, sem
especificar con{udo, qual a temperatura na qual ela comega a perder
atividade. ROBINSCN & GOESER (46), utilizaram papaina em um experi
mento de amaciamento de "Mutton Chops'", com temperatura bastante g
levada (83,2°C), obtendo, mesmo assim, um grau de maciez por eles

considerado como "bom'.

. - - < . o
No estudo visando medir o poder hidrolitico, em fungao

-~ = - (o]
da concentragao das referidas enzimas, a uma temperatura de 35°C, u

tilizamos como substratos, a caseina e a hemoglobina. Os resultz
dos estaoc apresentados numericamente nas Tabelas 1 a 10 e grafica
mente nas Figuras 2 a 7. Os dados obtidos em cada experimento da

atividade hidroiitica sobre os citados substratos, foram agrupados

graficamente nas Figuras 8 e 9.

Ficou evidenciado (Fig. 8) gue a temperatura de 35°C a
bromelina MERCK foi a enzima de maior poder hidrolizante sobre a cg
seina. Com relag2o a atividade das enzimas sobre a hemoglobina (Rig.

9), a mais ativa foi a papaina MERCK,

Este experimento com a papaina da MERCK, se realizado a
concentragoes semelhantes aguelas utilizadas com as bromelinas, su
perariam, em alguns pontos, o limite maximo de absorbancia do Spec
tronic 20 (%2,0), razdo pela qual, os experimentos foram efetuados

com concentragoes mais baixas. Os dados correspondentes a esta en
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zima e representados graficamente ma Fig. 9, foram decorrentes de
extrapolagao, utilizando a equagao Y = 2,28x + 0,4, obtida a partir

dos dados experimentais.

LA analise sensorial, aplicada a um painel de 10 (dez)
provadores {(Tabela II), permitiu fossem obtidas as seguintes conclu
soes: constatou-se uma diferenca significativa (Pg;0,0S) entre a 2
mostra-conirole e todas as demais amostras (que foram submetidas ao
tratamento enzimatico). Dentre estas amostras, e, por intermeédio
do teste de DUNCAN (LI, 29), foi observado que a solugao bromelina/
papaina 4:1, diferiu significativamente (P 0,05) das de bromelina/
papaina 3:2, bromelina 1:1 e papaina 1l:1l., Desta forma, a analise
sensorial caracterizou as solugoes bromelina/papaina 3:2, papaina

1:1 como as mais efetivas sobre o Longissimus dorsdi .,

Os dados da medigao mecanica do grau de amaciamento efe
tuada com o auxilio do tenderometro, estao contidos na Tabela 12.
Desses dados foi possivel determinar o percentual de eficiéncia de
cada tratamento sobre os misculos estudados (Tabela 13). Esses per
centuais demonstraram que a solugao de papaina foi mais eficiente
gue todos os demais tratamentos, com relagao aos musculos diantei-

ros, no caso o Infraspinatus e o Supraspinatus. A bromelina mostrou

se mais efetiva sobre o Semimembranosud e a mistura papaina/brome-

lina 4:1, sobre o Longissimus donsi. Os percentuais de eficiencia
alcangados foram de 35,75, 20,44, 27,45 e L4, 35% respectivamente.

Estatisticamente, nao foram constatadas diferengas sig
nificativas (P 20,05) entre os mencionados tratamentos. Entretanto,
foi encontrada diferenca estatistica significativa (P ¢ 0,01), en

e » L4 .
tre os diversos tratamentos enzimaticos e o controle.

Os resultados histoldgicos podem ser verificados pela 2

re w Py~ v .
nalise comparativa das Laminas I e II, gue representam campos mi
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L4 . 4 .
croscopicos fotografados em pegueno e grande aumento, respectivamen
. L
te. As preparagoes histologicas s2o de cortes transversais mos mug
é A L4 o P
culos, na espessura de 10 micrometros, corados pelos metodos ja des

critos.,

-

Lag . . - .
Em ambas as laminas, as microfotografias dispostas a eg

)

querda, representam campos obtidos de miseulos que nzo sofreram
agao enzimatica (controles), enquanto as dispostas a direita, sao
musculos submetidos a enzimas (experimentos). A fim de facilitar =
anzlise comparativa das alteragoes estruturais, ao nivel dos aumen
tos microscopicos utilizados, as microfotografias foram posiciona

das aos pares, na seguinte ordem de cima para baixo: Ingraspinatus,
Supraspinatus, Semimembrangsus o Longissimus dorsi .

. - L4 -
Em todas as amostras submetidas ao tratamento enzimati

co, observou-se espagos brancos, aparentemente vazios, semelhantes
*, . . . i . . -

a vacuolos no interior das fibrocelulas musculares, possivelmente

surgidos durante o processoc de liofilizagzo; sendo no entanto, o fe

- < . < .
nomeno passivel de estudos mais especificos.

Na analise comparativa das amostras, sao bastante evi
dentes as diferencas estruturais, tanto ac nivel dos elementos rus
culares, guanto dos conjuntivos, representados por celulas (fibrocé
lulas) e por fibras colagenas, demonstradas pelos métodos de colorza

¢ao utilizados.

Nos controles, observa-se fibrocélulas musculares com
nicleos bem visiveis e os elementos conjuntivos do perimisio e endo
misio bem proximos daquelas, distinguindo-se os niicleos dos fibro
blastos e das fibras colagenas. Nas amostras-experimento, observa
se niticdamente um acentuado afastamento dos fibroblastos, que for
mem auténtica malha entre as fibrocelulas, destacando o endomisio,
representado basicamente pela rede de fibroblastos, e a destruicgao

parcial dos elementos fibrosos do tecido conjuntivo.
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> - L e .
Observa-se tambem na analise das microtografias das &g
mostras~experimento, que o efeito da papdina & maior nos misculos:

ludraspinatus » Supraspinalus © unenow

dorsd, fato este também constatado na medigao mecanlcas

Com respeito a forma das fibras museculares, ha aparen@é
mente, uma alongagao das mesmas naquelas amostras submetidas zo tra
tamento enzimatico, como que motivada por alteracgoes estruturais. En
tretanto, uma afirmativa neste sentido somente podera ser efetuada

com relativa seguranca, se apoiada em pesquisa mais especializada.

De um modo geral, os resultados histolégicos observados
no presente trabalho, confirmam, em muitos aspectos, a agao de enzi
2, . - - -~
mas proteoliticas na degradagao e alteragaoc dos elementos estrutu

rais que compoem a carnce

No entanto, entendemos que o assunto deixa margenm para

- . - . < . . - . .
investigagoes mais especificas, do ponto de vista hlstoléglco, in
. - < . . L4 M - .
clusive histoquimico e histometrico, alem de outros aspectos relaci

onados.,
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DESCRICAO

Observar comparativamente em todas as microfotografi.

» g
as, a presenga de vaclolos nas fibrocélulas musculares.

As setas grossas, contrapostas, indicam o afastamento
dos elementos conjuntives (endomisic), formando uma malha  entre
as fibrocélulas musculares; a fotc L mostra com nitidez esse as
pecto., Na foto 5, a seta grande indica o perimisio e a seta me
nor o endomisio, aspectos tambem evidenciados nas outras microfo

tegrafias,

° = 4 -
De cime pers baixoc, aos pares, os musculos estao as

sim dispostos: Infraspinatus , Supraspinaztus, Semimembranosud e

Longissimus dorsd .

Os cortes histologicos foram realizados transversal

mente, com espessura de 1Cmn; o meéetodo de eolorag¢zo utilizado foi

o da Hematoxilina de Weigert-Picrofucsina de Van Gieson. Ocular
6,3x e Objetiva 1lOx.
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L. E M I N A = UIIN

DESCRICEKOC

&
Cbservar em maiores detalhes os mesmos aspectos da La

mina I, moerofotografados em aumento maior,

Nag fotos das amostras-cgontrole, visualizze-se gque 08
elementos conjuntivos estfo intimamente unidos ds fitocélulas mus
culares. Nas fotos 10 e 11, as setas indicam nlicleos de  fibro-
blastos. As de ntmero 10,12 e 14, apresentam de forma evidente,
a malha formada pelo endomisio, cireundando as fibroceélulas muscu
lares, Na maioria das microfotografias, as setas contrapostas in
dieam alterag8es estruturais e zfastamento entre as células. Os
nieleos destas, estfo sempre bem nitidos em todas as fotos das ga

mostras=gxperimento,

Os cortes histologicos foram realizados transversale
mente com uma espessura de 10mm, Os métodos de coloraggo foram o
da Hematoxilina de WeigertePicrofucsina de Van Gieson e o Tricpé
mico de Masson. Este Gltimo métcdo, fotos 12 e 14, destaca mais

nitidamente a malhz entre as fibracélulas, Ocular 6,3x e Objeti

vea lEOx.
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5 = CONCLUSOES

Em virtude do fato que todas as amostras submetidas aos
diversos tratamentos enzimaticos, apresentarem ao nivel de 5%, dife
rengas significativas em relaglo a amostra-controle, & de se conelu
ir gue houve realmente uma eficiente atuagao das enzimas proteoliti
ezas sobre o grau de maciez da carne, apesar da baixa conéentragéo

gue foi utilizada, propositadamente, nos diférenﬁes testes.

A agao dos diversos tratamentos,‘entrefanto, nao foi u-
niforme a todos os musculos estudados, constatacgzo esta, também ob
servada por alguns pesquisadores desta area. ~ Assim sendo; a solu
¢z2o de papaina demonstrou ser mais ativa sobre os musculos bdiantei
ros, no caso o Infraspinatus e o Supraspinatus y a de bromelina so
bre o Semimembianocsus e = de papaina/bromelina %:1, sobre o Longis -
sAmus donsd,

Foi observado, outrossim, que o efeito proteolitico des
enzimas elaboradas no Pais, no caso a da BIOBRAS e a do CEPED, foi
equivalente as daguelas fabricadas no exterior., O produto do
CEPED, considere~se, foi apenas testado sobre os substratos artifi
ciais, tendo em vista que por nao ser purificado, esta legalménte

impedido de ser adicionado aos alimentos.
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6 - ABSTRACT

This papetr deals with the activity of some proteolitic
enzymes such as papain and bromelin substracts and on the bovine
muscle both from the front and the hind of the animal,

The research to determine the hidrolysis rate of the
above enzymes on casein and homoglobin at 35°C, showed that the MERCK
bromelin was the most efficient of all. In general, all the enzymes
under study had a specific power greater on homoglobin than on ca
sein., -

The activity of these proteins on the muscle was defi
ned at three levels: sensorial analysis, mechanical measuring and
histologic observation. The sensorial analysis, evidenced a sensi
ble difference at the 5% level between the standard sample and all
other samples. At the same level (P#€0,05) and for 3:1, concentra

tion rates papain and bromelin were most effeetive on Longissimus

donsd -

Through mechanical measuring papain was evidenced to be
by itself more effective on Infraspinatus and Supraspinatus Gt
35,75% and 20,44%; bromelin was the most aetive on SQmLMQMbKQHOAUé

at 27,45% concentration rate while papain/bromelin at the ratio of

4:1 and a 44,35% congentration rate was particulary active on Lon-

qissimus dorsd .

The cell survey evidenced structural alterations in the
test samples of both the muscle tissue and the connective tissue.
This, in turn, evidences that the effeet of papain is more effecti-
ve on Ingraspinatus, _Semimembianodud and Supraspinatusd than on Lon-
gissdimus donsi .,

All the factors under comnsideration in this study showed
similar results and this confirms the adeguacy of the use of proteo

lytic enzymes to upgrade the quality of beef for marketing purposes.

48 .
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TABELA -~ 1,

ATIVIDADE ENZIMATICA DA BROMELINA "BIOBRAS", SOBRE A CA-

SEINA, EM DIFERENTES TEMPERATURAS, pH 5,5- 6,0,

A-BSORBANCTIA , (660 nu)

01 02 03 ok ¥ o5 § T B
30 0,11 0,12 0,11 0,11 ;X1 0,11 0,010
38 0,14 0,12 0,15 0,13 0,13 G315 0,005
%4 0,18 0,10 0,11 0,15 0;15 0,14 Q, 000
57 0,21 0,19 0,20 0,20 0,19 0,20 0,020
66 0,18 0,26 0,23 0,25 0,23 0,2% - 0,010
75 C,19 0,18 8,17 0,18 0,19 0,18 0,005

84 0,12 0,12 0,11 0,12 0,07 D, 31 0,000




50

TABELA - 2.

ATIVIDADE ENZIMATICA DA BROMELINA '"MERCK", SOBRE A CASE-

INA EM DIFERENTES TEMPERATURAS, pH 5,5 - 6,0.

MOSTRAS ABSORBANCIA (660 nu)
o1 02 03 o4 05 X B
30 0,10 0,12 0,11 0,11 0,11 6,11 0,010
38 0,19 0,14 0,13 0,18 0,14 0,16 0,010
47 0,18 0,17 0,17 0,17 0,18 0,17 0,000
57 0,19 0,20 0,19 0,19 0,20 0,19 0,020
66 0,25 0,26 0,25 0,28 0,24 0,26 0,010
75 0,20 0,20 0,21 0,20 0,22 0,21 0,005

84 0,07 0,08 0,07 0,10 0,07 0,08 0,000




TABELA - 3.

ATIVIDADE ENZIMATICA DA PAPAINA "CEPED'", SOBRE A CASEI-

NA EM DIFERENTES TEMPERATURAS, pH 5,5 - 6,0.

\MOSTRAS ABSORBANCTIA (660 nu)
7% ~ 01 02 4 03 ok 05 X B

i
30 0,13 0,12 0,12 0,11 0,12 0,12 0,000
38 0,12 0,11 0,10 0,10 0,10 0,11 0,000
47 0,12 0,11 0,11 0,11 0,11 0,11 0,000
5% 0,16 0,17 0,15 0,16 0,15 0,16 0,000
66 0,20 0,20 0,18 0,19 0,17 0,19 0,000
75 0,22 0,21 0,23 0,38 0,18 5 s & 0,000
84 0,31 0,28 0,29 0,28 0,28 0,28 0,000

89 0,28 0,24 0,24 0,27 0,26 0,26 0,000
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TABEULAS-2.4,

ATIVIDADE ENZIMATICA DA PAPAINA "MERCK", SOBRE A CASEI-

NA EM DIFERENTES TEMPERATURAS, pH 5,5 - 6,0.

ABSORBANCTIA G (660 nu)

o1 o2 4 03 ok 1 05 X B
30 0,11 0,11 0,11 1 29 | 0,12 0,11 0,000
38 0,16 0,17 0,17 0,16 0,19 0,17 0,000
L7 0,17 0,17 0,17 0,19 0,19 6,18 0,000
57 0,20 0,21 0,20 0,20 0,20 0,20 0, 000
66 0,19 0,21 0,21 0,22 0,21 {7, 21 0,000
75 0, 30 0,22 0,28 0,29 0,29 0,26 0,000
84 0,28 0,25 0,26 0,33 0,28 0,28 0,000

89 0,24 0,25 0,24 0,25 0,24 0,24 0,000




TABEULA 5.

AGCEO HIDROLITICA DE DIVERSAS CONCENTRACOES DE BROMELINA

"BIOBRAS SOBRE A CASEINA, A TEMPERATURA DE 35°C E pH 5,5 - 6,6.

ABSORBANCIA (650 nu)

CONCENTRAGAO
DA ENZIMA(mg/ml) oM gNzZIMA | CONTROLE
15 0,030 Y
30 0,050 0
L5 0,070 0
60 0,090 0

75 0,110 o




TABEL X, 6.

ACAO HIDROLITICA DE DIVERSAS CONCENTRACOES DE BROMELINA

b 3

"MERCK" SOBRE A CASEINA, A TEMPERATURA DE 350C E pH 5,5 - 6,0,

ABSORBANCIA (660 nu)

CONCENTRACAO
DA ENZIMA(mg/ml) ™ o o CONTROLE
15 0,080 0
30 0,110 0
. i 0,130 0,001
60 0,140 Y

75 0,150 0,001




ACAO HIDROLITICA DE DIVERSAS CONCENTRACOES DE PAPAINA

WMERCK'", SOBRE A CASEINA, A TEMPERATURA DE 3500 E pH 5,5 -6,0

ABSORBANCIA (660 nu)

CONCENTRACEO
D4 ENZIMA(me/mU)| ™ Con pnzima CONTROLE
15 0,080 0,010
30 0,095 0,005
45 0,110 0,005
60 0,125 0,005

Ve 0,140 0,005
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T ABELA 8.

ACAO HIDROLITICA DE DIVERSAS CONCENTRACCES DE BROMELINA

"BIOBRAS", SOBRE A HEMOGLOBINA A TEMPERATURA DE 35°C E pH 5,5 - 6,0

CONCENTRAGLG ABSORBANCIA (750nu)

DA ENZIMA (mg/ml) V

' COM ENZIMA CONTROLE

0,25 0, 370 0,190
0,50 0,530 c, 200
0,75 0,640 0,220
1,00 0, 800 0,230

1,25 0,860 0,250




T ABELA 9,

ACAO HIDROLITICA DE DIVERSAS CONCENTRACOES DE BROMELINA

>

"MERCK", SOBRE A HEMOGLOBINA, A TEMPERATURA DE 350C E pH 5,5 - 6,0

ABSORBANCIA (750nu)

CONCENTRACEAO
DL ENZIMA(mg/ml)| oM ENZIMA CONTROLE
0,25 0,980 0,270
0,50 @ 0,320
0,75 1,500 0,370
1,00 B + 0,540

1,25 2,080 0,540

\J
~J



TABELA - 10.

ACAC HIDROLITICA DE DIVERSAS CONCENTRACOES DE PAPAINA

"MERCK", SOBRE 4 HEMOGLOBINA A TEMPERATURA DE 35.C E pH 5,5 - 6,C.

ABSORBANCIA (750nu)

CONCENTRACLEOC
DL ENZIMA(mg/mL)l  ~oM ENZIMA CONTROLE
0,05 0,520 0,210
0,10 0,620 0,190
0,15 0,720 6,190
0,20 0,850 By 839

0,25 0,970 0,270




T ABEULA - 1l.

RESULTADC DA ANALISE SENSORIAL, REALIZADA ATRAVES DO TES-
TE DE ORDENACEC (*), POR UM PAINEL DE 10 PROVADORES, DO
"LONGISSIMUS DORSIY

PROVADORES
1 2 3 b 5 6
P 1 L 5 2 3 6
P b 1 5 3 2 6
P 3 3 L 5 2 1 6
P4 1 4 3 2 5 6
P 5 2 L 5 3 1 6
P 6 1 3 5 4 2 6
P 7 1 2 L 5 3 &
P & 1 2 L 5 6 5
P9 6 L 3 2 1 g
P 10 5 L 2 1 3 6
TR A L 25 32 41 27 27 58

(*) - Mais tenro: 1 - Menos tenro: 6

IDENTIFICACEC DAS AMOSTRAS

~ Bromelina/Papaina (3:2)
- Bromelina/Papaina (1:4)

Bromelina/Papaina (4:1)

oW N =
i

- Bromelina

- Papaina

[62WRY) |
]

Controle
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MEDICAO MECENICA DA MACIEZ ALCANCADA PELOS DIVERSOS

MOSCULOS

APOS SUBMETIDOS . DIFERENTES PREPARAGOES ENZIMATICAS

M 4] S C U L 0 S
SOLUCOES
ENZIMATICAS INFRASPI- SUPRASPI~ SEMIMEMBRA-| LONGISSI-
NATUS NATUS NOSUS MUS DORSL
1 - PAPAINA

Amostra 1 4,20 12,00 14,50 7,80

2 6,80 7,00 11,80 7+ 70

3 3,90 10,20 15,20 7,50

L 4,80 3,80 11,30 7,20

5 L, 60 6,10 13,46 9,10

6 3,70 6,40 16,50 10,00

X 4,60 7,60 13,79 8,21

2 - BROMELINA

Amostra 1 7,00 8,00 14,30 9,50

2 6,10 8,50 9,40 5,20

3 6,80 7,50 17,90 11,60

& 7.+.20 8,90 9,80 9,00

5 7,50 7,80 11,20 11,30

6 6,30 11,00 9,80 15,00

X 6,81 8,61 12,05 10,26



61

Continuacgao:
M 0 S C U L 0 S
SOLUCOES
3 - BROMELINA/PAPAINA
(3:2) -
Amostra 1 8,50 6,80 13,00 11,60
2 6,70 7,40 10,50 5,00
3 4,70 6,80 11,20 9,50
b 4,80 10, 60 16,40 5,40
5 6,00 7,70 11,50 8,50
6 5,50 8,40 11,30 11,50
X 6,03 7195 12,31 8,58
4 - BROMELINA/PAPAINL
(L:1)
Amostra 1 5,20 9,20 11,20 7,00
g 7,00 8,60 13,40 7,50
3 7+20 7,80 10,00 9,40
L 6, 30 6,60 18,50 11,30
5 6,20 10,00 11,70 11,00
6 6,30 8,70 12,00 9,60
X 6,36 8,45 12,80 9,30
5 - BROMELINA/PAPAINA
(1:4)
Amostra 1 6,7C 8,10 12,00 5,40
2 4,70 8,20 14,40 3,50
3 6,20 10,80 8,00 5,60
L 6,00 6,60 13,70 11,80
5 5,40 8,90 12,4C 6,70
6 6,50 8,60 195,30 4,50
X 5,91 8,53 12,30 6,2



Continuagac:

N

%]

M S C U L 0] S
SOLUC@ES'
ENZIMATICAS INFRASPI- SUPRASPI- SEMIMEMBRA-{ LONGISSI-
NATUS NATUS NCSUS MUS DORSI
6 - CONTROLE
Amostras 1 6,50 5,90 16,40 10,00
2 12:75 10,00 16,10 11,50
3 8,00 10,20 16,80 11,50
L L, 00 8,90 20,80 10,80
5 5,50 8,00 15,00 11, 30
6 6,20 11,00 14,60 12,40
x 7,16 9,00 16,61 11,25
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FIGURA 1— ATIVIDADE DAS ENZIMAS SOBRE A CASEINA, EM UM pH ENTRE 55 £ 6.0
SUBMETIDAS A DIFERENYES TEMPERATURAS.
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