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RESUMO

CRUZ, Pamela Lemos. Caracterizacdo parcial do extrato enzimatico bruto de
gengibre e seu efeito na fragmentac&o de miofibrilas em carne de frango. 2018.
Dissertacao (Mestrado em Ciéncia e Tecnologia de Alimentos). Universidade Federal
do Espirito Santo, Alegre — ES. Orientadora: Prof2. Dra. Consuelo Domenici Roberto.
Coorientadoras: Prof2. Dra. Raquel Vieira de Carvalho e Profé. Dra. Pollyanna Ibrahim
Silva.

A aplicacao de proteases é de interesse da industria de alimentos e o gengibre € uma
das fontes vegetais da qual se extrai uma protease de cisteina que tem aplicacéo na
melhoria da textura da carne. Neste contexto, o presente estudo teve como objetivo
caracterizar o extrato enzimatico bruto de gengibre, avaliar sua atividade proteolitica
em proteinas miofibrilares extraidas do musculo Pectoralis major de frango de corte.
Posteriormente, foram testados trés tratamentos para avaliar seu efeito quando
aplicado em peito de frango: Controle (peito de frango), peito de frango adicionado de
5% (m/v) de tampéao fosfato 100 mM (pH 7,0) e peito de frango adicionado de 5% (m/v)
de extrato enzimético bruto de gengibre. Foram determinados textura instrumental,
indice de fragmentacdo miofibrilar (IFM), comprimento de fragmentos miofibrilares
(MFL), comprimento de sarcomero e rendimento pos-cocg¢do. O extrato enzimético
bruto de gengibre apresentou temperatura 6tima de 60 °C e pH 6timo de 5,5. O extrato
enzimatico bruto de gengibre apresentou atividade residual de 55,4% a 70 °C e mais
de 55% em pH variando de 6 a 8. No estudo cinético utilizando a azocaseina como
substrato, foram encontrados valores de Vmax de 23,50 U.mL* e Km de 3,47 mg. mL-
1. Para o extrato miofibrilar como substrato, foram encontrados valores para Vmax de
1,29 U.mL*e Km de 21,48 mg. mL, indicando uma menor especificidade do extrato
enzimatico bruto de gengibre por este substrato. Ndo houve diferenca significativa
(p=0,05) entre os tratamentos para comprimento de sarcomero e rendimento pés-
coccao. Houve reducao no valor de textura instrumental (p<0,05) e aumento no indice
de fragmentacdo miofibrilar (p<0,01) do tratamento com 5% (m/v) de extrato
enzimatico bruto de gengibre em relagéo aos demais tratamentos. Por microscopia de
contraste de fases, observou-se que as amostras tratadas com 5% (m/v) de extrato
enzimatico bruto de gengibre apresentaram miofibrilas com maior grau de
fragmentacdo em comparagcdo com o0s demais tratamentos, apresentando
comprimentos de 4,542 um, 11,324 um (Controle) e 10,893 pm para peito de frango
adicionado de 5% de tampao fosfato 100 mM (pH 7,0). A aplicacéo de 5% de extrato
enzimatico bruto de gengibre em peito de frango, portanto, promoveu a fragmentacao
das miofibrilas e a reducdo da for¢ca de cisalhamento sem alterar excessivamente a
textura da carne e resultar em diminui¢cdo do rendimento pos-cocg¢ao dos cortes.

Palavras-chave: atividade proteolitica, Zingiber officinale Roscoe, textura, Pectoralis
major, proteinas miofibrilares.
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ABSTRACT

CRUZ, Pamela Lemos. Partial characterization of the crude enzymatic extract
from ginger and its effect on the fragmentation of myofibrils in chicken meat.
2018. Dissertation (Master in Food Science and Technology). Universidade Federal
do Espirito Santo, Alegre — ES. Supervisor: Prof. Dr. Consuelo Domenici Roberto.
Co-supervisor: Prof. Dr. Raquel Vieira de Carvalho e Prof. Dr. Pollyanna Ibrahim
Silva.

The application of proteases is of great interest to the food industry and ginger is one
of the plant sources from which a cysteine protease is obtained and which has
application in improving meat texture. In this context, the present study aimed to
characterize the crude enzymatic extract of ginger, to evaluate its proteolytic activity in
myofibrillar proteins extracted from the Pectoralis major muscle of broiler chicken.
Afterwards, three treatments were applied to evaluate its effect on the chicken breast:
Control (chicken breast), breast of chicken added of 5% (w/v) of 100 mM phosphate
buffer (pH 7.0) and breast of chicken added with 5% (w/v) of crude ginger enzymatic
extract. It was determined instrumental texture, myofibrillar fragmentation index (MFI),
length of myofibrillar fragments (MFL), sarcomere length and cooking loss. The crude
enzymatic extract of ginger showed an optimum temperature of 60 °C and an optimum
pH of 5.5. The crude enzymatic extract of ginger showed residual activity of 55.4% at
70 °C and more than 55% at pH ranging from 6 to 8. In the kinetic study with azocasein
as a substrate, Vmax values of 23.50 U. mL* and Km of 3.47 mg. mL* were obtained.
For the myofibrillar extract as substrate, values for Vmax of 1.29 U.mL* and Km of
21.48 mg. mL* were found, indicating a lower specificity of the crude ginger enzymatic
extract by this substrate. There was no significant difference (p=0.05) between
treatments for sarcomere length and cooking loss. There was a reduction in the value
of instrumental texture (p<0.05) and an increase in the myofibrillar fragmentation index
(p<0.01) of the treatment with 5% (w/v) crude ginger enzymatic extract compared to
the other treatments. Phase contrast microscopy showed that the samples treated with
5% (w/v) crude ginger enzymatic extract presented myofibrils with a higher degree of
fragmentation compared to the other treatments, with a length of 4.542 ym, 11.324 ym
(Control) and 10.893 um for chicken breast added with 5% of 100 mM phosphate buffer
(pH 7.0). Therefore, the application of 5% crude enzyme extract of ginger in chicken
breast promoted the fragmentation of the myofibrils and the reduction of the shear
force without excessively altering the texture of the meat and resulting in a increase in
the cooking loss of the samples.

Key words: proteolytic activity, Zingiber officinale Roscoe, texture, Pectoralis major,
myofibrillar proteins.
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1. INTRODUCAO

O setor de producdo de carne é um dos mais importantes segmentos da
pecuaria e desde a metade do século 20 despertou interesse de pesquisadores para
estudos cientificos em relacdo a qualidade da carne (LANA; ZOLLA, 2016).

De uma maneira geral, as carnes podem ser definidas como massas
musculares maturadas de animais de acougue, constituidas por musculos
esqueléticos com uma aparéncia heterogénea, devido a presenca de fibras
musculares, tecido conectivo, tecido adiposo, tecido vascular e tecidos nervosos
(LISTRAT et al., 2016). As fibras musculares por sua vez, possuem como organela
contratil as miofibrilas, que se apresentam como o maior componente do muasculo
esquelético e, estdo diretamente relacionadas a varios aspectos da qualidade da
carne como a textura, pH e cor (LAWRIE; LEDWARD, 2006).

A demanda dos consumidores por uma carne de melhor qualidade € crescente
e a textura representa um dos principais fatores de influéncia na satisfacdo do
consumidor. Dessa forma, pesquisadores vém procurando novos meétodos eficientes
de maturacao apés o periodo post-mortem para melhorar a qualidade da carne, dentre
eles, métodos bioquimicos, fisicos, quimicos e enziméticos (GOT et al., 1999;
STADNIK, J.; DOLATOWSKI, 2011; JOO et al., 2013; SIRIN et al., 2017).

O uso de proteases exdégenas, como método enzimatico, visando a melhoria
da textura da carne tem atraido muito interesse da industria, com a visdo de uma
producao consistente de carnes de qualidade e aumento do valor agregado de cortes
de baixo interesse comercial (BEKHIT et al., 2013). A aplicagéo de enzimas de origem
vegetal como a papaina, bromelina e a ficina como aditivos carneos é comum por
estas serem capazes de hidrolisar proteinas do tecido conectivo e do tecido muscular
(GERELT et al., 2000; ASHIE et al., 2002; GRZONKA et al., 2007). Nas ultimas
décadas, a enzima proteolitica derivada do rizoma de gengibre Zingiber officinale
Roscoe vem sendo reportada por sua eficiéncia na hidrélise de proteinas da carne
(NAVEENA; MENDIRATTA, 2004; NAVEENA et al., 2004; GARG; MENDIRATTA,
2006).

A protease do gengibre (GP) ou zingibaina, a qual foi reportada pela primeira
vez por Thompson et al. (1973) exibe uma atividade proteolitica elevada sendo muito

ativa na hidrélise de proteinas da carne, principalmente, do colageno e de outras
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proteinas do tecido conectivo (THOMPSON et al., 1973; CHOI; LAURSEN, 2000;
BHASKAR et al., 2006; KIM et al., 2007; NAFI et al., 2014). Pode ser descrita como
uma protease de cisteina e possui uma vantagem em comparagao a outras enzimas
exogenas, que esta relacionada a sua temperatura 6tima de atividade de 60 °C, o que
pode ser favoravel para sua aplicacdo em carnes e produtos carneos submetidos ao
calor (NAVEENA; MENDIRATTA, 2001; NAFI et al., 2014).

A maior parte dos estudos conduzidos anteriormente sobre a atividade
proteolitica utilizando o rizoma de gengibre demonstrou sua agéo direta na aplicacao
em carnes de diversas espécies, como em carne de galinhas poedeiras (NAVEENA,;
MENDIRATTA, 2001), carne de bufalo (NAVEENA; MENDIRATTA, 2004) e peito de
pato (TSAI et al., 2012) ou estudos in vitro de caracteriza¢gdo da enzima do gengibre
purificada em substratos padrao (NAFI et al., 2013; NAFI et al., 2014) e da protease
comercial (zingibaina) em SDS-PAGE com proteinas extraidas da carne (HA et al.,
2013).

Neste contexto, o objetivo deste trabalho foi caracterizar o extrato enzimatico
bruto de gengibre Zingiber officinale Roscoe e avaliar seu efeito na fragmentagéo de
miofibrilas extraidas do musculo Pectoralis major de frango de corte. Posteriormente,
avaliou-se os efeitos de sua aplicacdo em corte de peito de frango, utilizado como um
sistema modelo, na textura, fragmentacdo miofibrilar e rendimento pés-coc¢do dos
cortes.

A carne de frango foi utilizada como sistema modelo, uma vez que apresenta
menor quantidade de lipidios e maior teor de proteinas quando comparada com
carnes de outras espécies. Além disso, a carne de frango foi escolhida devido a
magnitude do Brasil como produtor e exportador mundial deste produto e ao consumo
de carne desta espécie no pais (OECD/FAO, 2017).

Apesar de métodos de purificacdo serem empregados para melhorar a
estabilidade de extratos enzimaticos obtidos de fontes naturais, especialmente do
gengibre, como a purificagcdo com acetona (THOMPSON et al., 1973); precipitacao
com sulfato de amoénio seguido de liofilizacdo (NAFI et al., 2013; NAFI et al., 2014) e
0 uso de estabilizantes como EDTA, acido ascérbico e cisteina (ADULYATHAM, 2005;
NAFI et al., 2013; NAFI et al., 2014), no presente estudo a utilizagdo do extrato
enzimatico na forma bruta justifica-se com base na demanda tanto da industria de

alimentos quanto de consumidores pela adicdo de ingredientes com carcateristicas



mais proximas do alimento in natura, visando sua aplicacdo em alimentos

processados.

2. OBJETIVO GERAL

Caracterizar parcialmente o extrato enzimatico bruto de gengibre e avaliar seu

efeito na fragmentacéao de miofibrilas extraidas do musculo Pectoralis major de frango

de corte. Posteriormente, realizar a aplicacdo do extrato enzimatico bruto de gengibre

no corte de peito de frango, utilizado como um sistema modelo, para verificar os efeitos

nas caracteristicas fisicas da carne.

2.1 Objetivos Especificos

Obter o extrato enzimatico bruto do gengibre da variedade Zingiber officinale
Roscoe.

Determinar o efeito da temperatura e do pH na atividade proteolitica do extrato
enzimatico bruto de gengibre.

Determinar o efeito da concentracéo de substrato na atividade proteolitica do
extrato enzimatico bruto de gengibre.

Avaliar a fragmentacao de miofibrilas extraidas do musculo Pectoralis major da
carne de frango pelo extrato enziméatico bruto de gengibre.

Determinar o indice de fragmentacdo miofibrilar, comprimento de fragmentos
miofibrilares, comprimento de sarcémero, textura instrumental e rendimento por
coccdo do musculo Pectoralis major de frango apds aplicacdo do extrato

enzimatico bruto de gengibre.



3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1. Carnes de animais de agougue: composicao e estrutura

As carnes de animais de acougue sado definidas como massas musculares
maturadas e demais tecidos que as acompanham, incluindo ou ndo a base 6ssea
correspondente, procedentes de animais abatidos sob inspecéo veterinaria de acordo
com Regulamento da Inspecéo Industrial e Sanitaria de Produtos de Origem Animal
(RIISPOA), Art. 17, Decreto n°® 30691 de 29 de marco de 1952 (BRASIL, 1952).

O musculo esquelético consiste de aproximadamente 90% de fibras
musculares e 10% de tecido conectivo e tecido adiposo. O tecido conectivo no
musculo esquelético é dividido em endomisio, no qual envolve cada fibra muscular, o
perimisio, no qual envolve grupos de fibras musculares e o epimisio, que envolve o
musculo como um todo (ASTRUC, 2014a; ASTRUC, 2014b). Bioquimicamente, 0s
musculos esqueléticos contém, em média, aproximadamente 75% de agua, 20% de
proteinas, 1 a 10% de gordura e 1% de glicogénio (LISTRAT et al., 2016).

A fibra muscular é a unidade estrutural do tecido muscular e consiste em uma
célula altamente especializada. Estas sdo células fusiformes, alongadas e
multinucleadas de aproximadamente 10 a 100 micrometros de didmetro e
comprimento variavel de acordo com a espécie do animal. Em todas as espécies, 0
tamanho das fibras aumenta com a idade do animal e € um importante parametro do
crescimento muscular pés-natal. A membrana plasmatica da fibra muscular é
conhecida como sarcolema e sua organela mais abundante € a miofibrila, que pode
ser encontrada de centenas a milhares de unidades por fibra (PEARSON; YOUNG,
1989; ZEOLA et al., 2007).

As miofibrilas possuem diametro de aproximadamente 1 micrémetro, séo
constituidas pelos miofilamentos finos e grossos e apresentam uma aparéncia
estriada, na qual é facilmente observada em microscopia de luz como uma alternancia
entre bandas claras e escuras, devido ao arranjo espacial dos miofilamentos. A banda
clara é chamada de Banda-l e a banda escura Banda-A. A regido central da Banda-A
€ chamada de zona-H, e no centro desta, pode ser observada a Banda-M. Os
miofilamentos finos sdo formados, principalmente, por actina, enquanto 0s
miofilamentos grossos sédo formados, predominantemente, por miosina.

Longitudinalmente, a proteina titina conecta a linha Z e a linha M. Outras principais
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proteinas miofibrilares sdo a nebulina (menor componente dos miofilamentos finos),
complexo troponina (T, | e C) e tropomiosina. O sarcémero é a unidade contratil que
se repete ao longo das miofibrilas (LANA; ZOLLA, 2016; ERTBJERG; PUOLANNE,
2017).

As proteinas miofibrilares compreendem aproximadamente 50% das proteinas
total do musculo e sédo consideradas insolaveis em solucdes de baixa forca i6nica (<
0,2 M), requerendo concentracdes salinas maiores que 0,3 M para sua solubilizacao
(CHEN et al., 2015).

O sarcoplasma corresponde ao citoplasma das fibras musculares, no qual sdo
encontradas as proteinas sarcoplasmaticas, incluindo enzimas da via glicolitica e
mioglobina. Estas transportam oxigénio para a mitocéndria e glébulos vermelhos
(LISTRAT et al., 2016). As proteinas sarcoplasmaticas se apresentam sollveis em
agua ou solucdes de baixa forca ibnica (< 0,2 M) (CHEN et al., 2015).

O tecido conectivo que envolve as fibras musculares e os feixes de fibras
consiste, principalmente, de uma rede composta de fibras de colageno envolvidas em
uma matriz de proteoglicanos, que pode ser descrita como um gel hidrofilico (BAILEY;
LIGHT, 1989; PICARD et al., 1998; ASTRUC, 2014b).O colageno € uma proteina
fibrosa, sendo o tropocolageno sua unidade estrutural basica em formato helicoidal
constituido por trés cadeias polipeptidicas formando uma espiral. Moléculas de
tropocolageno séo estabilizadas por ligacdes intermoleculares para formar fibras de
50 nm de diametro. Essas fibras, por sua vez, sdo estabilizadas por ligacdes
intramoleculares e intermoleculares conhecidas como ligacbes cruzadas
(NISHIMURA, 2015; LISTRAT, 2016). As proteinas do tecido conectivo, também
conhecidas como proteinas estromais, mantém-se insolUveis em solu¢cdes com alta

concentracao salina (CHEN et al., 2015).

3.2. Carne de frango

O consumo de carne no Brasil e no mundo apresenta uma tendéncia crescente.
Em 2016, o consumo de carne de frango no mundo representou 34,6% em relacéo a
carne bovina e suina (USDA, 2016). A producao brasileira de carne de frango foi de
13605 milhdes de toneladas em 2016, representando 14,8% da producdo mundial
(USDA, 2016). Segundo projecdes da Organizacao para a Cooperacdo Econdmica e
Desenvolvimento da Organizacdo das NacgOes Unidas para a Alimentacdo e a



Agricultura (OECD/FAQO) em 2019, a producdo brasileira de carne de frango
representard mais da metade das carnes produzidas no pais, superando a producao
da carne bovina somada a suina (OECD/FAO, 2017).

Nesse sentido, a carne de frango atende a uma alta demanda de consumo
interno e externo, visto que além de ser um alimento rico nutricionalmente, apresenta
baixo custo e gera alta renda econémica para sociedade brasileira como um todo,
possuindo um papel fundamental no desenvolvimento do pais (CANAN, 2004;
UBABEF, 2012).

A composicao quimica da carne de aves, especialmente a de frango, apresenta
algumas caracteristicas que se destacam em relacdo a carne vermelha,
principalmente em relagdo ao maior conteddo proteico e menor conteudo de lipidios
(Tabela 1).

Tabela 1 - Composicdo quimica aproximada de carnes de diferentes espécies de

animais

. Carne Vermelha Carne de aves
Macronutrientes : :

Bovina Suina Cordeiro Frango Peru

Agua (%) 70,62 72,34 73,42 74,76 74,12
Proteina (%) 20,78 21,07 20,29 23,09 24,60
Lipidios (%) 6,16 5,88 5,25 1,24 0,65
Cinzas (%) 1,02 1,04 1,06 1,02 1,02

Fonte: Damodaran, Parkin e Fennema (2010).

3.3 Maturacéao da carne

No musculo esquelético estriado dos animais de acougue ocorrem diversas
alteracdes bioquimicas no periodo post-mortem que resultam na alteracdo das
propriedades fisico-quimicas e sensoriais da carne (LANA; ZOLLA, 2016).

O processo de conversado do musculo em carne inicia-se no momento do abate,
no qual as fungdes vitais sdo interrompidas, cessam o suprimento de oxigénio e a
circulacdo sanguinea. Essa fase, considerada pre-rigor mortis, termina com o
esgotamento das reservas de ATP e o enrijecimento do musculo, o que em geral
ocorre em torno de 3 a 6 horas dependendo de fatores intrinsecos e extrinsecos,

caracterizando o rigor mortis. Nessa fase a carne apresenta-se extremamente dura, o



gue é gradativamente mitigado durante o processo post-rigor, na fase de maturacéo,
onde ocorrera o amaciamento natural da carne (LANA; ZOLLA, 2015; LANA; ZOLLA,
2016). As evidéncias cientificas apontam um periodo de maturagcdo de no maximo trés
semanas para a carne com uma maturacgao lenta, e pode variar devido a diferentes

fatores como o tipo de musculo, espécie do animal, entre outros (WAN et al., 2011).

3.3.1 Avaliacéo da qualidade da carne

Maciez, textura, suculéncia e sabor sdo atributos sensoriais multi-parametros
gue formam a percepcéo do consumidor em relacdo a qualidade da carne (LAWLESS;
HEYMAN, 2010; CHEN; ENGELEN, 2012). Dentre eles, a textura da carne é
determinada por fatores intrinsecos, tais como a quantidade e solubilidade do tecido
conectivo (PURSLOW, 1994), encurtamento do sarcomero durante o
desenvolvimento do rigor mortis e a protedlise post-mortem das proteinas
miofibrilares, principalmente, pelas enzimas enddgenas calpainas e catepsinas
(MARSH; LEET, 1966; ERTBJERG et al.,, 1999; KOOHMARAIE et al., 2002;
GEESINK, 2006).

Em razao de diversos fatores que podem influenciar a qualidade da carne, faz-
se necessaria a utilizacdo de metodologias instrumentais de avaliacdo que sejam
padronizadas e sensiveis a pequenas alteracdes que ocorrem na estrutura da mesma,
tais como medicao da textura, do comprimento de sarcémero, determinacgéo do indice
de fragmentacao miofibrilar, entre outras.

Para avaliacdo da textura da carne podem ser utilizados ao menos dois tipos
de métodos. Um dos métodos € a analise sensorial empregando testes afetivos
(consumidores) ou analiticos (avaliadores treinados), e o segundo € o0 uso de
instrumentos mecanicos, também conhecidos como métodos objetivos, mais rapidos
e praticos, que avaliam a maciez pela medida de forca de cisalhamento (BATTAGLIA,
2016).

Outro método que pode ser empregado é a medida do comprimento do
sarcomero. O sarcomero é considerado a menor unidade contratil estrutural repetitiva
da miofibrila e alteracdes em sua estrutura podem afetar a textura da carne. Além de
efeitos marcantes na textura da carne, altera¢cdes no sarcobmero podem impactar em
sua capacidade de retencao de agua e efeitos indiretos na cor e sabor (ERTBJERG;
PUOLANNE, 2017). O comprimento do sarcomero pode ser medido diretamente por



microscopia de contraste de fases, que envolve a homogeneizacdo do musculo,
extracdo das miofibrilas e sua subsequente medicdo direta em microscopio de
contraste de fases. A microscopia de contrastes € uma técnica que requer tempo para
ser realizada, entretanto, os valores obtidos para o comprimento do sarcomero sao
obtidos diretamente por medidas na miofibrila, sendo um método preciso (CROSS et
al., 1980; KOOLMEES et al., 1986).

J& pela técnica de determinacao do indice de fragmentacao miofibrilar (IFM),
quantifica-se o grau de hidrélise de proteinas miofibrilares. A integridade da miofibrila
contribui com mais de 50% das alterac6es post-mortem que levam a alteracdes na
textura da carne (CULLER et al., 1978).Uma das técnicas utilizdas para se calcular o
IFM requer a homogeneizacdo do musculo e verificacdo das miofibrilas pela anélise
microscopica, avaliando-se o tamanho total de miofibrilas escolhidas ao acaso,
conhecido como método do comprimento de fragmentos miofibrilares (MFL). Por
outra, apdés homogeneizacdo do musculo, determina-se o teor total de proteinas e
mede-se a turvacdo das amostras ajustadas para uma concentragdo comum de
proteina (HOPKINS et al., 2000). Esta técnica baseia-se no principio de que a
guantidade de luz absorvida a um determinado comprimento de onda pelo extrato
miofibrilar é proporcional ao tamanho relativo da miofibrila e de residuos no extrato,
sendo que valores maiores de absorbancia indicam maior a fragmentacéo miofibrilar
(OLSON et al., 1976).

A determinacdo do método do IFM é frequentemente utilizada por
pesquisadores de diversos paises. A metodologia empregada e o processamento das
amostras nem sempre sdo 0S mesmos, encontrando assim altera¢cdes impactantes
nos valores observados em diferentes estudos. Dentre as diferencas existentes para
a metodologia podemos citar a utilizagdo de amostras frescas e congeladas, a
velocidade e o tempo de homogeneizacdo do musculo e fatores utilizados para os
calculos do indice (HOPKINS et al., 2000).

Outro importante fator relacionado a qualidade da carne é a perda de peso pos
coccdo, que pode ser entendido como a perda de liquidos e nutrientes durante o
cozimento da carne. Estas perdas se dividem em perdas por gotejamento, que
ocorrem com o desprendimento da agua e da gordura fundida durante a cocc¢éo, e
perdas por evaporacao, devida a volatilizacdo da agua que se desprende durante a

coccao em si. Estes dois fendbmenos sao favorecidos pela desnaturagéo de proteinas



da carne e, em excesso, influencia negativamente na textura da carne atribuindo a
mesmas caracteristicas de “seca” e “quebradigca” (NAVEENA; MENDIRATTA, 2001;
EUCLIDES FILHO, 2003).

3.4 Enzimas proteoliticas

As proteases sdo enzimas da classe 3, das hidrolases, e subclasse 3.4, das
peptideo-hidrolases ou peptidases (EC 3.4), que se dividem em endopeptidases ou
proteinases (EC 3.4.21-99) e exopeptidases (EC 3.4.11-19), de acordo com o
posicionamento onde ocorrera a clivagem na cadeia peptidica (BEYNOM; BOND,
1989).

As exopeptidases atuam somente sobre as extremidades das cadeias
polipeptidicas. Enzimas que agem sobre a extremidade N- ou C-terminal séo
conhecidas como amino ou carboxipeptidases, respectivamente. As endopeptidases
operam em regides internas das cadeias polipeptidicas, longe das extremidades (RAO
et al., 1998). Quanto a estrutura quimica do sitio ativo, as exopeptidases sao definidas
como serino proteases (E.C. 3.4.21), cisteino proteases (E.C. 3.4.22) e metalo
proteases (E.C. 3.4.24) (LEOPOLD; FRICKE, 1997).

3.4.1 Enzimas proteoliticas em carnes

A maturacdo natural da carne é causada pela degradacdo de proteinas
estruturais da carne por proteases endogenas. O conhecimento dos mecanismos
enddgenos proteoliticos de maturacao ainda continua a se expandir. Contudo, existe
uma evidéncia conclusiva de que as calpainas estdo envolvidas na protedlise post-
mortem (HUFF-LONERGAN et al, 1996; KOOHMARAIE et al, 2006).

As calpainas séo cisteino-proteases dependentes de Ca?*. So divididas em p-
calpainas e m-calpainas, no qual requerem respectivamente, concentracdes da ordem
de micro e milimolar de Ca?' para atividade, sendo seu inibidor endégeno a
calpastatina.

Outro sistema de enzimas que vem sendo apontado como sinergistico ao
sistema das calpainas, sdo as catepsinas (OUALI et al., 2006). As catepsinas sao exo-
e endopeptidases divididas em cisteina, aspartica e serina peptidases. O papel das
catepsinas na maturacdo da carne ainda é controverso e debatido. Muitos autores

rejeitam seu papel no post-mortem, devido ao seu confinamento nos lisossomos.



Contudo evidéncias apontam que a diminuicdo do pH do musculo no post-mortem
esta correlacionada com a liberacdo de catepsinas dos lisossomos para o meio
intracelular (HOPKINS; TAYLOR, 2002).

Ha evidéncias cientificas de que o proteossomo é outro sistema de enzimas
gue também esta associado a hidrdlise post-mortem das proteinas do musculo. O
proteossomo corresponde ao complexo de proteases multicataliticas que esta
envolvido na maturacdo post-mortem com alta eclosdo no musculo esquelético.
(ROBERT et al., 1999).

3.4.2 Proteases Vegetais

As aplicagdes industriais de proteases obtidas de fontes vegetais, animais ou
microbianas no processamento de alimentos e bebidas (panificacdo, cervejaria, sucos
e vinhos, lacteos, amidos, entre outros), formulacdo de detergentes e producéo de
medicamentos sdo relatadas em diversos estudos cientificos, evidenciando seu
potencial de aplicacdo em escala industrial. Em termos econdmicos, essas proteases
representam 60% do mercado mundial de enzimas (RAO et al., 1998; JOHNVESLY;
NAIK, 2001; MAURER, 2004; SUMANTHA et al., 2006; SABOTIC; KOS, 2012;
NIYONZIMA; MORE, 2015).

Em vegetais, as enzimas proteoliticas estdo envolvidas nos processos de
amadurecimento, de germinacao, de diferenciacdo e morfogénese, de morte celular,
de resposta de defesa de plantas a processos de estresse oxidativo, entre outros
(MENEZES, 2011). Algumas enzimas envolvidas no amadurecimento de frutos, como
a ficina (EC 3.4.22.3) extraida do figo, a papaina (EC 3.4.22.2) obtida do mamao e a
bromelina (EC 3.4.22.4) obtida do abacaxi, podem ser extraidas em grandes
guantidades com importancia econdmica significativa, sendo as enzimas de origem
vegetal mais utilizadas (LIMA et al, 2008).

Outras proteases vegetais como a actinidina (EC 3.4.22.14) e a zingibaina (EC
3.4.22.67) vém sendo estudadas nas ultimas décadas, com a vantagem de que 0s
estudos cientificos indicam uma maior especificidade das mesmas pelas proteinas da
carne em comparacao a papaina, bromelina e ficina de uso mais comum. A aplicacéo
dessas enzimas em carne fresca, entretanto, requer o estudo cinético dessas enzimas

e suas caracteristicas especificas, junto ao entendimento do impacto das condi¢des a
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gue estardo sujeitas quando usadas na carne, principalmente, em relacédo ao pH e

temperatura em sua atividade proteolitica (BEKHIT et al., 2013).

3.4.3 Protease de gengibre e aplicacdo do extrato enzimético bruto de gengibre

A protease do gengibre (GP) ou zingibaina € uma cisteino protease e foi
reportada pela primeira vez por Thompson et al. (1973). Os autores encontraram uma
temperatura 6tima de atividade de 60 °C e um pH 6timo de 5,0 e 5,6 em albumina de
soro bovino a 3% como substrato, indicando a presenca de ao menos duas enzimas
no extrato de gengibre purificado parcialmente com acetona.

Os mesmos autores também observaram uma alta atividade proteolitica do
preparado enzimatico em colageno purificado em temperatura 6tima de 60 °C, sendo
essa atividade 30 vezes maior do que a atividade proteolitica no complexo
actomiosina purificado. Para verificar a avidade proteolitica do preparado enzimatico
de gengibre, cortes bovinos foram armazenados a 5 °C por 20 horas, seguidos de
coccéo e avaliacdo de forca de cisalhamento no equipamento Warner-Bratzler. Como
resultado, foram obtidas carnes significativamente mais macias (p<0,05). As amostras
controles apresentaram valores de forca de cisalhamento de 4,27 kg enquanto para
as tratadas com a enzima do gengibre os valores foram de 2,8 kg (THOMPSON et al.,
1973).

Nas Ultimas décadas, varios trabalhos vém explorando a capacidade
proteolitica do extrato de gengibre em carnes. Naveena e Mendiratta (2001)
estudaram o efeito do extrato enzimatico bruto aquoso de gengibre em carne de
galinhas poedeiras. Neste trabalho, foram testadas as concentracdes de 0%, 1%, 3%
e 5% (v/m) de extrato de gengibre em marinados por 24 horas a 4 °C. Como resultado,
0s autores reportaram um aumento do pH, da umidade, do rendimento p6s coccéo,
do teor de pigmentos totais, da capacidade de retencédo de agua, da solubilidade do
coldgeno, da capacidade de extracdo das proteinas miofibrilares, do didametro da fibra
muscular e uma reducao na forga de cisalhamento das amostras tratadas com extrato
de gengibre. O gel de eletroforese das proteinas musculares mostrou uma extensa
protedlise e redugdo no nimero de bandas de proteinas nas amostras tratadas com o
extrato de gengibre. Na analise sensorial, a maciez e a suculéncia observada pelos

julgadores foram maiores nas amostras tratadas com extrato de gengibre. Com base
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nos resultados obtidos, os autores determinaram como 3% a concentracdo 6Otima de
extrato de gengibre para o amaciamento de carne de galinhas poedeiras.

Naveena et al. (2004) compararam o efeito amaciante de diferentes proteases
vegetais ao marinar carne de bufalo por 48 horas a 4 °C com 2% de extrato
desidratado de cucumis; 5% de extrato enzimatico bruto aquoso de gengibre; 0,2% de
papaina desidratada comercial, todos para um total de 15 mL de marinado; € um
controle com 15 mL de &gua destilada. Foi observado um aumento significativo
(p<0,01) da solubilidade do colageno, da solubilidade das proteinas sarcoplasmaticas
e miofibrilares, além de uma reducéo (p<0,01) na forca de cisalhamento para todos
os tratamentos em relacdo ao controle. No gel de eletroforese das proteinas
musculares também foi encontrada uma reducao no nimero de bandas proteicas para
todos os tratamentos em relacdo ao controle. Os atributos sensoriais como sabor,
suculéncia, maciez e aceitacdo global foram significativamente maiores (p<0,01) em
todos os tratamentos em relacdo ao controle. As amostras tratadas com extrato
enzimatico bruto de gengibre apresentaram melhores notas na escala hedo6nica para
aparéncia, sabor, maciez e aceitabilidade global em relacdo aos demais tratamentos.
Os autores concluiram que tanto o extrato de cucumis e gengibre podem ser usados
efetivamente como alternativa a papaina no amaciamento da carne.

Tsai et al. (2011) estudaram o efeito da marinacdo com extrato enzimatico bruto
de gengibre em peito de pato da raca Muscovy. Os peitos foram divididos em 10 cortes
iguais de 5 mm cada. Cinco cortes foram imersos em 500 mL de extrato de gengibre
e marinados por 5 diferentes intervalos de tempo (0, 1, 3, 7 e 14 dias) a 5 °C. Os
outros 5 cortes foram embalados a vacuo e armazenados pelo mesmo tempo como
controle. As amostras tratadas com extrato de gengibre apresentaram maiores valores
de pH (p<0,05) e menores valores de substancias reativas ao acido tiobarbitarico
(TBARS). As analises de eletroforese SDS-PAGE e de western blot indicaram que as
proteinas titina, desmina, miosina (cabeca) e a-actina degradaram mais rapidamente
nas amostras marinadas com extrato de gengibre do que no controle. Além disso,
apenas nas amostras tratadas com o extrato de gengibre houve aparecimento de
peptideos provenientes da degradagédo da troponina-T. Os autores concluiram que
além de retardar a oxidacdo lipidica, o extrato de gengibre também aumentou a

protedlise do musculo do peito de pato Muscovy.
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Anandh e Lakshmanan (2014) avaliaram o efeito da adicdo de 5% de extrato
enzimatico bruto aquoso de gengibre em produtos carneos de rumen de bufalo
defumados durante 15 dias a 25 °C em embalagens anaerdbias e verificaram um
aumento significativo (p<0,01) de cacracteristicas fisico-quimicas (pH, umidade e
acido tiobarbitarico) e nas notas na escala heddénica sensorial (atributos de aparéncia,
cor, sabor, suculéncia, maciez a aceitabilidade global) durante o armazenamento de
15 dias dos produtos carneos defumados com o extrato enzimatico bruto aquoso de
gengibre. Durante o periodo de armazenamento, a contagem microbiolégica
aumentou, mas se manteve dentro do permitido pela legislacdo para produtos
carneos.

He et al. (2015) estudaram o efeito do extrato de gengibre combinado com acido
citrico na maciez de cortes de peito de pato. Foram preparados 6 marinados com
combinac¢des de acido citrico (0 e 0,3 M acido citrico) e extrato enzimatico bruto de
gengibre (0, 15 e 30%). Os cortes de peito de pato foram aspergidos na superficie
com 15 mL/100 g e as amostras foram marinadas por 72 horas a 4 °C. Nao houve
diferenca significativa (p=0,05) entre os tratamentos em relagdo a umidade e o
rendimento pds-coccdo. Contudo, no tratamento com o extrato enziméatico bruto de
gengibre ocorreu uma reducao significativa (p<0,05) na forca de cisalhamento e um
aumento significativo (p<0,05) no pH e indice de fragmentacédo miofibrilar em relacéo
ao controle. Além disso, a solubilidade de proteinas total e miofibrilar aumentaram
significativamente (p<0,05) nas amostras tratadas com o extrato de gengibre (com ou
sem adicdo de acido citrico) comparado as amostras sem a adi¢cdo do extrato de
gengibre. O gel de eletroforese das amostras com adi¢ao de 4cido citrico demonstrou
uma degradagcdo da miosina (cabeca) e da actina. Nas amostras com adicdo de
extrato de gengibre em conjunto com o &cido citrico, houve um aumento na
degradacédo da actina.

Abdel-Naeem e Mohamed (2016) estudaram o efeito da adicdo de amaciantes
carneos na formulacdo de hamburguer de carne de camelo. Foram processadas 4
diferentes formula¢des de hamburgueres. A primeira foi adicionada de 7% de extrato
enzimatico bruto aquoso de gengibre, a segunda de papaina comercial desidratada
na concentracéo de 0,01%, na terceira foi realizada uma mistura entre 5% de extrato
enzimatico bruto de gengibre e papaina comercial 0,005% e, por ultimo, um controle
com apenas a formulacdo base do hamburguer. A adicdo do extrato de gengibre, da
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papaina e da mistura resultou em um aumento significativo (p<0,05) nas notas da
escala hedonica dos atributos sensoriais suculéncia, maciez e aceitacdo global e
reducgéo significativa (p<0,05) dos valores de forga de cisalhamento. Observou-se
também um aumento da solubilidade do colageno para a formulacdo com 7% de
extrato de gengibre em relacdo ao controle e ao tratamento com papaina, porém
menor quando comparado a formulacdo com a adicdo de extrato de gengibre e
papaina. Em relacdo a estabilidade lipidica dos hambulrgueres durante o
armazenamento, tanto o tratamento com adigcdo do gengibre quanto da papaina

resultou em um aumento (p<0,05) quando comparado ao tratamento controle.

3.5 Gengibre

O gengibre da variedade Zingiber officinale Roscoe é classificado como uma
planta herbacea, perene, composto por um rizoma, formado por ramificacbes
horizontais (dedos), palmadas, carnosas e pouco fibrosas. A parte aérea, formada por
caules articulados eretos de 30 a 150 cm de altura, apresenta folhas grandes
lanceoladas ramificadas dispostas distintamente com larga bainha na base
envolvendo o caule. O género Zingiber apresenta em torno de 85 espécies
(SILVESTRINI et al., 1996; GONZAGA; RODRIGUES, 2001; LUCIO, 2010).

Botanicamente, o gengibre é classificado como pertencente ao Reino: Plantae;
Filo: Magnoliophyta; Classe: Liliopsida; Ordem: Zingiberales; Familia: Zingiberaceae;
Género: Zingiber P. Moller; e Espécie: Zingiber officinale Roscoe (EMBRAPA, 2001).

No Brasil, conforme a Resolucdo RDC n° 276, de 22 de setembro de 2005, da
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), o gengibre é considerado uma
especiaria ou condimento vegetal, sendo um produto constituido de plantas ou parte
delas, que contém substancias aromaticas, sapidas, com ou sem valor nutritivo
(BRASIL, 2005). No grupo de especiarias e outros condimentos naturais, o gengibre
Zingiber officinale Roscoe é considerado um alimento seguro para o consumidor
(FDA, 2009).

Em sua composi¢do, apresenta oleorresina, 1% a 4% de Oleo essencial
(ZANCAN et al., 2002), 80 a 90% de agua e uma quantidade consideravel de amido e
fibras (5,4 a 16,2 %) (TAVEIRA MAGALHAES et al., 1997). A composic¢&o dos rizomas

pode sofrer influéncia de diversos fatores como a origem geografica, radiacéo,
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temperatura, método de secagem, época de colheita, solo, entre outros
(GOUINGUENE; TURLINGS, 2002; ELPO; NEGRELLE, 2004).

Em relacdo a producgédo agricola, o Brasil esta entre os pequenos produtores,
cuja producdo destina-se, principalmente, para a exportacdo. Cerca de 70 a 80%
dessa producédo € comercializada, principalmente, no estado fresco destinando-se
especialmente aos mercados dos Estados Unidos da América, Reino Unido, Holanda
e Canadé (ELPO; NEGRELLE, 2005).

O Espirito Santo é o estado responsavel pela maior parte da producédo no Brasil,
com cerca de 8 a 9 mil toneladas e também o maior exportador de gengibre (80% das
exportacdes), tendo como principais mercados Europa, Canada e Estados Unidos.
Em Santa Maria de Jetiba, 70% da producdo de 400 toneladas/ano é exportado para
Europa e Estados Unidos (FAES, 2015), sendo essa a maior plantagdo de gengibre
do Brasil (DESLANDES, 2010).

4. MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram realizados nos Laboratérios de Microbiologia de
Alimentos, Tecnologia de Produtos Agricolas e Quimica de Alimentos do
Departamento de Engenharia de Alimentos do Centro de Ciéncias Agrérias e
Engenharias da Universidade Federal do Espirito Santo (UFES), Alegre, ES.

4.1 Planejamento experimental e analise estatistica dos dados

Todas as andlises foram realizadas no programa RStudio versao 1.0.153 de
livre acesso (RSTUDIO TEAM, 2015).

A etapa de caracterizacdo parcial do extrato enzimatico bruto de gengibre foi
realizada em delineamento em blocos casualizados (DBC) com trés repeti¢cdes (n =
3), onde os gengibres das colheitas entre os meses de Abril/2017 e Maio/2017 foram
os blocos. As analises foram realizadas em triplicata. Os dados foram analisados por
Andlise de Variancia (ANOVA) ao nivel de 5% de significancia e analise de regressao.

A etapa de avaliacdo do efeito da concentracdo de substrato na atividade
proteolitica do extrato enzimatico bruto de gengibre foi realizada em delineamento
inteiramente casualizado (DIC) com trés repeticbes (n = 3). As andlises foram

realizadas em triplicata. Foram testados dois substratos, sendo um a azocaseina
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como substrato padréo e o outro um extrato de proteinas miofibrilares extraidas do
musculo Pectoralis major de frango de corte (extrato miofibrilar). Para cada substrato
foi ajustado o modelo classico two-parameters Michaelis-Menten através da funcéo
MM.2 e os parametros do modelo matemético obtido por regressdo néo-linear (nls).
Foi utilizado o pacote drc verséo 3.0-1 do Programa RStudio (RITZ et al. 2015).

A etapa de aplicacdo do extrato enzimatico bruto de gengibre nas amostras de
peito de frango (musculo Pectoralis major) foi realizada em delineamento inteiramente
casualizado (DIC) com cinco repeticbes (n = 5). As analises foram realizadas em
triplicata. Os dados foram analisados por Analise de Variancia (ANOVA) e, quando
significativa a 5% pelo Teste F, as médias foram comparadas pelo teste de Tukey ao
nivel de 5% de probabilidade.

Todos os graficos foram gerados com o pacote ggplot2 versdo 2.2.1 do
Programa RStudio (WHICKHAM, 2009).

4.2 Obtencao do extrato enzimético bruto de gengibre

Os rizomas de gengibre da variedade Zingiber officinale Roscoe foram obtidos
em estagio de maturacdo comercial, entre os meses de Abril/2017 e Julho/2017, no
comércio local de Alegre, Espirito Santo. Os rizomas foram provenientes de uma
propriedade de Presidente Kennedy, localizada no extremo sul do Espirito Santo,
latitude 21°05'56" sul, longitude 41°02'48" oeste e altitude de 55 m.

Baseado no procedimento padréo de extracao descrito por Nafi et al. (2013),
foram pesados 100 g de rizomas, apés lavagem e fatiamento, e homogeneizados em
200 mL de tampao fosfato 100 mM, pH 7,0. O homogeneizado foi filtrado com o auxilio
de uma tela de nylon. Em seguida, o filtrado foi centrifugado a 10500 g (HERMLE
modelo Z 326 K) a 4 °C por 30 minutos. Imediatamente ap6s extracéo foram realizados
0S ensaios para caracterizacao parcial da atividade proteolitica da enzima contida no
extrato enzimatico bruto de gengibre. A dosagem de proteinas totais no extrato foi
realizada segundo o método de Lowry (1951), utilizando albumina de soro bovino para
obtencdo da curva padréo. O conteldo foi expresso em mg. mL* de proteina.

O pH do extrato foi determinado utilizando-se potencidmetro de bancada
modelo DLA-PH (Del Lab) segundo a metodologia descrita pelo Instituto Adolfo Lutz
(2008).

16



4.3. Determinagdo da atividade proteolitica do extrato enzimatico bruto de
gengibre

A atividade proteolitica do extrato enzimatico bruto de gengibre foi determinada
pelo método colorimétrico descrito por Nafi et al. (2013) com modificacbes. Foi
utilizada como substrato uma solucédo de azocaseina 1,0 mg. mL* preparada em
tampéo fosfato 100 mM (pH 7,0). Foi adicionado em eppendorf de 2 mL, 0,1 mL de
extrato enzimatico bruto de gengibre, 1 mL de solucdo de azocaseina e 0,6 mL de
tampéo fosfato 100 mM (pH 7,0). Essa solucéo foi incubada em banho-maria a 60 °C
por 20 minutos. A reacdao foi paralisada pela adi¢do de 0,3 mL de acido tricloroacético
(TCA) 10% (m/v) e a solucao foi centrifugada a 9000 g por 10 minutos a 4 °C. O
mesmo procedimento foi realizado com o controle contendo todos os reagentes do
ensaio exceto o TCA, que foi adicionado juntamente com o extrato de gengibre apoés
periodo de incubagéo. A turbidez do meio foi medida em comprimento de onda de 410
nm em espectrofotbmetro Evolution 300 (Thermo Scientific). Uma unidade de
atividade enzimatica foi definida como a quantidade da enzima requerida para produzir
um aumento na absorbancia a 410 nm igual a 1 unidade em 20 minutos (JANSEN et

al., 1994). A atividade especifica do extrato foi expressa em U.mg* de proteina.

4.3.1 Efeito da temperatura na atividade proteolitica do extrato enzimético bruto
de gengibre

O efeito da temperatura na atividade proteolitica do extrato enziméatico bruto de
gengibre foi determinado com base na metodologia descrita por Nafi et al. (2013). As
amostras de solucdo contendo 0,1 mL de extrato enzimatico bruto, 0,6 mL de tampéo
fosfato 100 mM (pH 7,0), 1,0 mL de azocaseina foram incubadas a 4, 7, 10, 30, 40,
50, 60, 70 e 80 °C. A atividade enzimética foi determinada apds 20 minutos de

incubacdo em cada temperatura de acordo com a metodologia descrita no item 4.3.

4.3.2 Efeito do pH na atividade proteolitica do extrato enzimético bruto de
gengibre

O efeito do pH na atividade proteolitica do extrato enzimatico bruto foi avaliado
nos valores de pH de 5,5, 6,0, 6,5, 7,0, 7,5 e 8,0 com base na metodologia descrita
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por Nafi et al. (2013). As soluc¢des tampao utilizadas foram 100 mM citrato (pH 5,5),
100 mM fosfato de potassio (pH 6,0, 6,5 e 7,0) e 100 mM tris-HCL (pH 7,5 e 8,0). A
azocaseina foi dissolvida em cada solugdo tampéao a fim de se obter uma solucéo 1,0
mg. mL1. A atividade enzimatica foi determinada apds 20 minutos de incubacdo em

cada pH de acordo com a metodologia descrita no item 4.3.

4.3.3 Efeito da concentracdo do substrato na atividade proteolitica do extrato
enzimatico bruto de gengibre

O efeito da concentracdo do substrato na atividade proteolitica do extrato
enzimatico bruto foi determinado com base na metodologia de Nafi et al. (2014).

A andlise foi realizada utilizando a azocaseina como substrato na temperatura
e pH 6timos determinados previamente conforme descrito nos itens 4.3, 4.3.1 e 4.3.2.
O extrato enzimético bruto de gengibre foi preparado de acordo com o item 4.2. As
solucBes apresentaram concentracdes de azocaseinade 0,1,0,5,1,1,5e 2,0 mg. mL"
!, baseado na metodologia de Nafi et al. (2014).

Os resultados foram expressos em atividade enzimatica (U.mL?). Os dados
experimentais foram ajustados ao modelo de Michaelis-Menten (Equacéo 1) utilizando

o programa RStudio.

flx,(de) = —= (Equagao 1)

1+(3)

Onde a fungéo cresce em funcdo do aumento da concentragéo de substrato X,
relacionado ao limite superior d para concentracdes infinitamente grandes (assintota
horizontal). A variavel d é conhecida como a velocidade maxima da reacéo (Vmax). O
parametro e corresponde a concentracdo de substrato que produz uma resposta
referente a metade do valor de d. O parametro e é conhecido como Km (constante de
Michaelis-Menten) (MICHAELIS; MENTEN, 1913).

4.4. Determinacdo da atividade proteolitica do extrato enzimético bruto de
gengibre nas proteinas miofibrilares
4.4.1. Obtencéo e caracterizagdo parcial da carne de frango
Os peitos de frango (musculo Pectoralis major) foram coletados em um
abatedouro frigorifico no municipio de Castelo, Espirito Santo. Com base na
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metodologia de Novello et al. (2009), a coleta foi feita entre 2-3 horas apos abate,
imediatamente apos desossa da carcaca de frango de corte. Em seguida, as amostras
foram imediatamente armazenadas em caixa térmicas com gelo e mantidas a 4 °C
durante o transporte até o Laboratério de Tecnologia de Produtos Agricolas do
Departamento de Engenharia de Alimentos do Centro de Ciéncias Agrarias e
Engenharias da Universidade Federal do Espirito Santo (UFES), Alegre, ES.

Os cortes de peito de frango foram, entéo, armazenados e mantidos por 24
horas a 4 °C em BOD. Posteriormente, foram cortados cubos de aproximadamente 3
cm de tamanho dos musculos e realizada a extracdo das proteinas miofibrilares dos
peitos de frango conforme descrito no item 4.4.1.

As caracteristicas de pH, capacidade de retencdo de agua e cor dos cortes de
frango foram determinadas como indicadores da qualidade dos peitos de frango
utilizados como matéria-prima, para garantir a utilizacdo de uma carne com
caracteristicas de curva de queda de pH normal. As amostras foram coletadas e
analisadas apos 24 horas de resfriamento em BOD a 4 °C. Foram realizadas também
andlises para determinacdo da umidade, teor de cinzas e proteinas da carne.

A determinacao do pH foi realizada utilizando-se o potencidmetro de bancada,
segundo a metodologia 017/IV do Instituto Adolfo Lutz (2008). A determinacdo de
umidade foi realizada pelo método gravimétrico em estufa, a 105 °C, até peso
constante (metodologia 012/1V) e a determinacédo do teor de proteinas foi realizada
pelo método de Kjeldahl baseado na quantificacdo do nitrogénio proteico total,
segundo a metodologia 036/IV, ambas do Instituto Adolfo Lutz (2008). A determinacéo
da cor foi realizada em colorimetro Spectrophotometer CM-5 (Konica Minolta) por
leitura direta de reflectancia do sistema de coordenadas retangulares “L*” (oscilando
de branco 100% a preto 0%), “a*” (componente vermelho +60 a verde -60), “b*”
(componente amarelo +60 e azul -60) (HUNTER; HAROLD, 1987). A capacidade de
retencdo de 4gua (CRA) foi determinada de acordo com a metodologia descrita por
Naveena et al. (2004) com adaptacdes, na qual em um tubo de centrifuga foram
adicionados 1 g de carne e 1,5 mL de uma solugéo 0,6 M de NaCl. Os tubos foram
homogeneizados com um bastédo de vidro por cerca de 1 minuto e mantidos a 4 °C
por 15 minutos. Os tubos foram novamente homogeneizados, e em seguida foram
centrifugados (HERMLE modelo Z 326 K) a 3000 g por 25 minutos a 4 °C. O teor de
cinzas foi obtido de acordo com a metodologia de residuo por incineracao obtido por
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aguecimento a 550-570°C, segundo a metodologia 018/IV do Instituto Adolfo Lutz
(2008).
A CRA foi calculada de acordo com a Equacgéao 2.

CRA = PLSP;PfS x 100 (Equacéo 2)
is

Onde: CRA = Capacidade de retencdo de 4gua; Pis = Peso inicial da carne; Pfs =

Peso final dcarne.
Todas as analises foram realizadas em triplicata.

4.4.2. Extracdo das proteinas miofibrilares de carne de frango

A extracdo das proteinas miofibrilares dos peitos de frango (musculo Pectoralis
major) foi realizada de acordo com as metodologias descritas por Culler et al. (1978)
com modificagbes e por Battaglia (2016).

Foram preparados 2 litros de solucéo de extragao miofibrilar utilizando 14,91 g
de KClI, 2,72 g de KH2POa4, 3,5 g de K2HPO4, 0,76 g de EDTA, 0,41 g de MgClz. Os
reagentes foram dissolvidos em agua destilada e o pH da solu¢éo ajustado para 7,0,
utilizando solucédo 1 M de NaOH. Em seguida, foram transferidos para um baldo
volumétrico de 2 L. A solucdo de extragdo miofibrilar foi mantida a 4 °C durante o
periodo das andlises (BATTAGLIA, 2016).

Para a extracdo das miofibrilas foi retirado 1 g de amostra, em duplicata, dos
peitos de frango (Pectoralis major) com auxilio de um bisturi, eliminando as partes
visiveis de tecido conectivo e gorduras. Em seguida, as amostras foram cortadas e
colocadas em tubo de centrifuga de polietileno e adicionados de 10 mL de solucdo de
extracdo miofibrilar a 4 °C seguido de homogeneizacdo com mixer Philips Walita,
modelo Viva RI1364. Os tubos foram centrifugados a 1000 g por 15 minutos a 4 °C
(HERMLE, modelo Z 326 K). Apo6s centrifugagéo, o sobrenadante foi descartado e o
precipitado foi resuspenso novamente com adicionais 10 mL de solucéo de extragao
miofibrilar (4 °C) com o auxilio de um bastdo de vidro. O material foi novamente
centrifugado a 1000 g por 15 minutos a 4 °C. Apos centrifugacdo, o sobrenadante foi
descartado e o precipitado foi mais uma vez suspenso com 2,5 mL de solucdo de

extracdo miofibrilar (4 °C), agitado em vortex até completa homogeneizagédo e, em
20



seguida, separado em peneira de polietileno para remover fragmentos de tecido
conectivo. Em seguida, foi realizada uma ultima lavagem dos tubos de centrifuga
vazios adicionando-se novamente 2,5 mL de solucdo de extragcao miofibrilar (4 °C),
agitados e, posteriormente, novamente peneirados para lavagem dos tubos.

O teor proteico das suspensdes de proteinas miofibrilares foi determinado pelo
método de Biureto, utilizando-se comprimento de onda de 550 nm em
espectrofotometro Evolution 300 (Thermo Scientific) (GORNALL et al., 1949).

4.4.3 Ensaio de hidrélise das proteinas miofibrilares

A hidrélise das proteinas miofibrilares foi determinada com base nas
metodologias descritas por Ashie et al. (2002), Ha et al. (2012) e Nafi et al. (2014) com
adaptacoes.

Foram preparados extratos com concentracoes de 1, 2, 4, 6, 8, 10, 15, 60 e 95
mg. mL* de miofibrilas. O extrato miofibrilar foi diluido para cada concentracéo testada
em tampdo de acido férmico 0,2 mM titulado com acido acético até pH 3 (HA et al.,
2012) e em seguida ajustado para o pH 6timo, previamente determinado conforme
descrito no item 4.3.2.

Em eppendorfs contendo 0,6 mL de tampdo de acido formico, foram
adicionados 0,1 mL de extrato enzimatico bruto de gengibre e 1 mL das suspensdes
de proteinas miofibrilares diluidas nas respectivas concentracdes testadas. Essas
misturas de reacdo foram incubadas por 20 minutos na temperatura 6tima (60 “C),
previamente determinada conforme descrito no item 4.3.1. A reacao foi paralisada
com a adicdo de 0,9 mL de acido tricloroacético (TCA) a 15%. As misturas foram
mantidas por 15 minutos a temperatura ambiente e, em seguida, centrifugadas a 9000
g por 10 minutos a 4 °C. A absorbancia do sobrenadante foi medida em
espectrofotdometro Evolution 300 (Thermo Scientific) a 280 nm (ASHIE et al., 2002).

Os resultados foram expressos em atividade enzimatica (U.mL?) e os dados
experimentais ajustados ao modelo de Michaelis-Menten (Equacéo 1), utilizando o
programa RStudio (MICHAELIS; MENTEN, 1913).

4.5. Aplicacado do extrato enzimético bruto de gengibre em peito de frango
Foram cortados 100 g de peito de frango para padronizar o tamanho e formato
dos cortes do musculo Pectoralis major. A aplicacdo do extrato nos cortes foi feita por
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injecdo. Os tratamentos testados foram cortes sem adicdo de extrato (Controle),
cortes com injecao de 5% (m/v) de tampéo fosfato 100 mM (pH 7,0) (Amostra 1) e
cortes com injecdo de 5% (m/v) de extrato enzimatico bruto de gengibre (Amostra 2).
ApOs preparo, os cortes foram acondicionados em embalagens de polietileno e

mantidos a 4 °C por 24 horas.

4.5.1. Testes preliminares

A concentracdo de 5% (m/v) de extrato enzimatico bruto de gengibre foi
baseada em resultados de testes preliminares realizados. Nesta etapa, realizou-se um
experimento em DIC com 5 repeticdes e os dados foram analisados por andlise de
variancia e teste de Tukey a 5%. Foram testadas as concentragcdes de 3%, 5% e 10%
de extrato enzimético bruto para um total de 20% (m/v) de marinado com &agua
destilada, além do controle adicionado apenas de agua destilada. Os tratamentos
foram aplicados por injecdo e avaliados: capacidade de retencéo de agua; solubilidade
de proteinas totais e miofibrilares; e ou perda de peso pds-cocc¢ao.

Nos estudos realizados por Naveena et al. (2001) e Naveena et al. (2004),
utilizados como referéncia para as metodologias empregadas no presente trabalho,

também foi utilizada concentracdo de 5% de extrato enzimatico bruto de gengibre.

4.5.2. Determinag&o do comprimento de sarcbmero

A determinacdo do comprimento de sarcomero foi realizada com base na
metodologia descrita por Culler et al. (1978) e Battaglia (2016) com adaptacdes. Apos
preparo das suspensdes miofibrilares, em duplicata, como descrito no item 4.4.1, uma
gota do extrato miofibrilar foi depositada sobre uma lamina (26 x 76 mm). Foram
preparadas 5 laminas para cada um dos 3 tratamentos (Controle; Amostra 1; Amostra
2) com 5 repeticBes, totalizando 75 laminas. As laminas foram examinadas por
microscopia de contraste de fases em microscopio da marca Zeiss, modelo Scope.Al,
utilizando objetiva de aumento de 40x e ocular de 10x.

Foram selecionadas duas miofibrilas por frame (quadro de captura) que
apresentavam as estruturas miofibrilares mais nitidas e ndmero minimo de
aproximadamente 5 sarcémeros em sequéncia. Foram capturados 5 frames por
lamina por meio de camera acoplada ao microscépio da marca Zeiss, modelo Axiocam
ERc 5s (CULLER et al., 1978; BATTAGLIA, 2016).

22



As miofibrilas foram, posteriormente, analisadas utilizando o software
Photoshop CS3 Extended, e os comprimentos dos sarcémeros centrais de cada
miofibrila foram medidos através da ferramenta de selecdo do software. Foram
medidos ao menos 100 sarcdmeros por amostra. Os resultados para cada amostra
foram expressos, em micrometros (CULLER et al., 1978; BATTAGLIA, 2016).

4.5.3. Determinacéo do indice de fragmentacao miofibrilar (IFM)

A andlise de indice de fragmentag¢&do miofibrilar (IFM) foi realizada de acordo
com a metodologia descrita por Davey e Gilbert (1969) com modificacdes sugeridas
por Olson et al. (1976), Culler et al. (1978) e Koohmaraie (2002). Foram utilizadas
amostras das suspensdes das proteinas miofibrilares utilizadas para determinacéo de
comprimento de sarcoOmero descritas no item 4.5.2.

Para determinacdo do IFM foram realizadas diluicbes das suspensdes
miofibrilares com a solucéo de extracao, cujo preparo foi descrito no item 4.4.1, para
se obter a concentracdo de 0,5 mg de proteina/mL. Em seguida, as suspensodes
diluidas foram agitadas em vortex e a absorbancia lida a 540 nm em espectrofotdmetro
Evolution 300 (Thermo Scientific). O indice de fragmentacdo miofibrilar foi estimado
de acordo com a Equacédo 3 (CULLER et al., 1978; CHEN et al., 2006; ZHAO, et al.,
2011).

IFM = Asyo x 200 (Equacio 3)

Onde: IFM = indice de Fragmentac&o Miofibrilar; Asso = Absorbancia lida a 540 nm.

4.5.4. Determinagdo do comprimento de fragmentos miofibrilares (MFL)

A determinacdo do comprimento de fragmentos miofibrilares (MFL) das
amostras das suspensdes de proteinas miofibrilares utilizadas nas analises para
calculo do comprimento de sarcémero e do IFM (item 4.5.1 e 4.5.2) foi realizada de
acordo com o meétodo de Strydom et al. (2009). Foram utilizadas

O total de 100 fragmentos miofibrilares por amostra foram capturados em
microscopio da marca Zeiss, modelo Scope.Al, por microscopia de contraste de
fases, utilizando objetiva de aumento de 40x e ocular de 10x e, posteriormente,

medidas através da ferramenta de sele¢cdo do software Photoshop CS3 Extended.
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Foram medidos ao menos 100 miofibrilas por amostra. O MFL foi expresso em
micrometros.

Além da medicdo do tamanho dos fragmentos miofibrilares também foi
realizada a contagem do numero de sarcébmeros em cada miofibrila analisada. Ap6s
a contagem do namero de sarcébmeros de ao menos 100 miofibrilas por amostra, foi
calculada a média das contagens, obtendo-se como resultado o numero de
sarcbmeros médios por miofibrila para cada tratamento e seu respectivo desvio
padrao (FISHELL et al., 1985).

4.5.5. Avaliacao da textura instrumental

As amostras provenientes da aplicagéo dos tratamentos como descrito no item
4.5 foram submetidas ao cozimento em forno elétrico Modelo Calébria Grill da marca
NARDELLI com temperatura constante de 170 °C até atingirem a temperatura interna
de 71 °C, monitorada com o auxilio de um termdémetro tipo espeto digital da marca
Incoterm®. Ao atingirem a temperatura interna de 40 °C, as amostras foram viradas e
mantidas no forno até atingirem a temperatura de 71 °C internamente. Apdés
resfriamento em temperatura ambiente por aproximadamente 1 hora, as amostras
foram armazenadas em embalagens de polietileno e permaneceram em BOD por 12
horas a 4 °C. de acordo com o procedimento padronizado de analise de textura pelo
Centro de Pesquisas em Carnes US. Meat Animal Research Center do (USDA)
(WHEELER et al., 1995).

Em seguida, foram retirados pelo menos seis paralelogramos de 1 cm de altura
por 1 cm de largura por 4 cm de comprimento seguindo a orientacdo paralela das
fibras musculares (LYON; LYON, 1998) (Figura 1c).

A analise instrumental de textura foi realizada em texturbmetro modelo
TexturePro CT V1.4 Build 17 (Brookfield) (Figura l1a), equipado com as laminas de
cisalhamento de 3,05 mm modelo “V” Warner-Bratzler (WB), com espessura de 1,016
mm (Figura 1b).

Durante as analises de determinacao de textura instrumental foram adotadas
as seguintes configuracdes para o texturdmetro: velocidade de pré-teste de 10 mm/s
e de 5 mm/s durante o teste, tendo como carga de 25 Kg com base em Barbanti e

Pasquini (2005). Os valores de textura instrumental foram calculados pela média dos
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valores obtidos para forca de cisalhamento (Kgf) das seis repeticdes (paralelogramos)

de um mesmo corte.

EWH TEXTURE ANALYZER a

RENOTE OPERRTION
|

Figura 1. (a) Texturdbmetro modelo TexturePro CT V1.4 Build 17 (Brookfield); (b)
Laminas de cisalhamento de 3,05mm modelo “V” Warner-Bratzler (WB),

com espessura de 1,016mm; e (c) Amostras padronizadas.

4.5.6. Determinacédo da perda de peso p6s-cocgao

As amostras utilizadas para a determinacdo da perda de peso pés-coccao
foram as mesmas utilizadas para a avaliagao de textura instrumental (Item 4.5.5). As
mesmas foram pesadas antes e apds o cozimento. A perda de peso pds coccao foi
obtida de acordo com a Equacéo 3. As perdas foram expressas em porcentagem do
peso da amostra original (AQUINO, 2016).

Pi—P 5
PP = lP_ I 100 (Equagdo 3)
l

Onde: PP = Perda de peso pds-cocgao; Pi = Peso inicial (amostra crua); Pf = Peso

final (pés-coccgéao).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Efeito da temperatura na atividade proteolitica do extrato enzimatico bruto
de gengibre

O extrato de gengibre utilizado neste trabalho apresentou em média 2,32 + 0,28
mg. mL* de proteina. Nas condicdes testadas no presente estudo, a temperatura de
atividade 6tima do extrato enzimatico bruto de gengibre foi 60 °C, sendo a atividade
especifica nesta temperatura de 0,063 + 0,07 U.mg? de proteina. Considerando a
atividade especifica a 60 °C como 100%, a partir de 70 °C o extrato manteve 55,4%

de sua atividade, reduzindo para 32,4% a 80 °C (Figura 2).
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Figura 2: Efeito da temperatura na atividade residual do extrato enzimatico
bruto de gengibre durante 20 minutos em pH 7,0 (100% de atividade residual = 0,063
+ 0,07 U.mg-1 de proteina).

No estudo feito por Thompson et al. (1973) foi realizada a purificacéo parcial do
extrato enziméatico bruto de gengibre com acetona e sua temperatura 6tima foi obtida
a 60°C utilizando albumina de soro bovino 3% (m/v) como substrato. A queda na
atividade a partir de 70 °C foi descrita pelos autores como uma aparente desnaturacao

enzimatica. Em estudos mais recentes realizados por Nafi et al. (2013), com o
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gengibre da variedade Zingiber officinale Roscoe, e Nafi et al. (2014), com gengibre
da variedade Bentong, também foram reportadas temperaturas 6timas de 60 °C para
extratos de gengibre extraidos com estabilizantes (EDTA e cisteina), precipitados com
60% de sulfato de amonio seguidos de dialise e liofilizag&o utilizando azocaseina 0,1%
(m/v) como substrato. Ambos os trabalhos encontraram uma queda na atividade das
proteases do gengibre a partir de 70 °C também justificada pelos autores por uma
aparente desnaturacdo enzimética ocorrida nessa temperatura.

No presente estudo, o extrato enzimético bruto de gengibre manteve 55,4% de
sua atividade residual a 70°C (Figura 2), apresentando uma maior atividade residual
nesta temperatura em comparacao aos estudos realizados por NAFI et al. (2013) e
NAFI et al. (2014), citados anteriormente. Esses autores relataram que o extrato
enzimatico purificado de gengibre manteve 36% de sua atividade a 70 °C (NAFI et al.,
2013; NAFI et al., 2014).

A protease de gengibre atraiu interesse dos pesquisadores devido a sua
temperatura 6tima (60 °C) estar localizada no intermédio entre as proteases vegetais
ja conhecidas. Dentre as proteases mais conhecidas aplicadas no amaciamento da
carne, a bromelina (E.C. 3.4.22.4) apresenta uma temperatura 6tima entre 35 ou 45
°C, dependendo do local de extracéo do fruto (coroa, casca ou polpa) e desnaturacédo
acima de 50 °C (DEVAKATE et al, 2009). Ja a papaina (E.C. 3.4.22.2) a temperatura
O0tima é de 65 °C, podendo apresentar atividade até 80 °C, onde ocorre sua
desnaturacao (SUFANG et al., 2002).

De acordo com US. Meat Animal Research Center do USDA (WHEELER et al.,
1995), as carnes devem atingir uma temperatura interna de 71 °C para 0 consumo.
Para aplicacdo em produtos carneos, a protease deve agir de forma eficiente na
temperatura de cozimento do produto, porém néo deve resultar no amaciamento
excessivo da carne como relatado por Cronlund e Woychik (1987).Este amaciamento
excessivo da carne foi relatado também por Miller et al. (1989) e Ashie et al. (2002)
em relacdo a papaina. Os autores descreveram a acao da papaina em proteinas
miofibrilares como pouco especifica, 0 que poderia gerar problemas na qualidade final
da carne, como perda no rendimento e alteracdes indesejaveis na textura (MILLER E
et al., 1989; ASHIE, 2002).

A temperatura oOtima de 60 °C e a queda da atividade proteolitica de
aproximadamente 50% quando elevada a 70 °C do extrato enziméatico bruto de
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gengibre (Figura 2) é um indicativo de que sua aplicacdo em produtos carneos que
serdo submetidos ao cozimento durante o preparo pode ser viavel e contribuir para a
melhoria de suas caracteristicas como textura, capacidade de retencdo de &gua,
solubilidade de proteinas, entre outras.

5.2. Efeito do pH na atividade proteolitica do extrato enzimético bruto de
gengibre

Nas condicdes testadas no presente estudo, o pH étimo do extrato enzimatico
bruto de gengibre foi de 5,5, apresentando atividade especifica de 0,120 £ 0,04 U.mg"
1 de proteina neste pH a 60 °C. Em relagéo a atividade residual, observou-se que o
extrato enzimético bruto de gengibre manteve pelo menos 55% de atividade
proteolitica em ampla faixa de pH (6,0 a 8,0) (Figura 3).

100 7} \

90 | \
80 ]

70 7
60
50 71
40 7
30

Atividade Residual (%)

20
10

I I I I [ I
55 6.0 6.5 7.0 7.5 8.0

pH
Figura 3: Efeito do pH na atividade residual do extrato enzimatico bruto de
gengibre durante 20 minutos a 60 °C (100% de atividade residual = 0,120 £ 0,04 U.mg-

1 de proteina).

Thompson et al. (1973) estudaram o efeito do pH na atividade proteolitica do

extrato de gengibre parcialmente purificado com acetona em albumina de soro bovino
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3% (m/v) e observaram dois picos de atividade maxima. Os valores de pH 6timos
foram de 5,0 e 5,6, 0s quais os autores atribuiram a presenca de ao menos duas
enzimas proteoliticas diferentes presentes no extrato.

Estudos realizados posteriormente por Ohtsuki et al. (1995) objetivando a
purificacdo de proteases do gengibre pelas técnicas de DEAE-Sepharose e
focalizacao isoelétrica, relataram que suas proteases poderiam ser separadas em trés
fracOes. A atividade proteolitica dessas fracdes atuando simultaneamente em
determinado substrato (caseina 1% (m/v) a 50 °C por 20 minutos) apresentou pH
otimo entre 5,0 e 5,6. Separadamente, dependendo da fracdo analisada, o pH de
atividade proteolitica 6tima variou entre 6,5 e 7,0 assim como relatado por Thompson
et al. (1973) e Ichikawa et al. (1973). Nos estudos realizados por Nafi et al. (2013) e
Nafi et al. (2014) foi relatada atividade proteolitica 6tima em pH 7,0 para extratos
purificados obtidos de duas variedades diferentes de gengibre.

O pH o6timo de proteases vegetais ja estudadas se mostra proximo ao do
presente estudo. Em estudos realizados com extratos brutos vegetais, a papaina (EC
3.4.22.2) retirada de latex de papaia (Carica papaia) apresentou pH 6timo de 7,0 para
atividade em caseina. Similar a bromelina (EC 3.4.22.4) extraida da coroa de abacaxi
(Ananas comosus), que apresentou pH 6timo de 7,0 para atividade em caseina
(GRZONKA et al., 2007). Em estudos com a actinidina (EC3.4.22.14), na forma
purificada com sulfato de aménio 60%, dializada e liofilizada foi verificada alta
atividade em coladgeno em pH 6timo de 8,5 (CHALABIE et al., 2008).

A especificidade da protease do gengibre para o colageno, assim como sua
atividade moderada no complexo actomiosina e sua temperatura 6tima de atividade
em valores préximos a outras proteases vegetais ja utilizadas pela indUstria, como
relatado no trabalho de Thompson et al. (1973), reforcam o interesse dos
pesquisadores na sua aplicacdo em produtos carneos.

A carne de frango, em geral, apresenta um pH médio de 5,97 (SANFELICE et
al., 2010). Considerando a atividade residual do extrato bruto enzimatico de gengibre
acima de 55% entre pH 6,0 e 8,0 (Figura 3), sua atividade especifica seria de
aproximadamente 70% se aplicada em carne de frango a 60 °C. O que é desejavel,
visto que, como citado anteriormente, para aplicacdo em produtos carneos, a protease
nao deve levar ao amaciamento excessivo da carne como relatado por Cronlund e

Woychik (1987) e, consequentemente, acarretar em problemas na qualidade final da
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carne, como ja relatado em outros estudos com proteases vegetais como a papaina
(MILLER et al., 1989; ASHIE, 2002).

5.3. Efeito da concentracdo de substrato na atividade proteolitica do extrato
enzimatico bruto de gengibre

O estudo do efeito da variacdo de substrato na atividade enzimatica quando a
concentracéo de enzima e o tempo de incubagéo sé&o constantes, em geral, gera um
grafico com perfil de hipérbole retangular, no qual se observa um aumento gradual na
atividade enzimatica com o aumento da concentracdo de substrato até que se atinja
um patamar. A partir deste ponto a atividade ndo se modifica significativamente,
mesmo que sejam adicionadas quantidades crescentes de substrato. Esta situacao é
considerada como uma condi¢cdo em que atividade da enzima esta se aproximando
da velocidade maxima da reacdo (Vmax), que corresponde a situacdo em que todas
as enzimas (E) estdo com substratos (S) ligados em seus sitios ativos, formando o
complexo ES (LINEWEAVER; BURK, 1934).

No presente estudo, este comportamento pode ser observado pelo ajuste dos
dados amostrais ao modelo de Michaelis-Menten (Figura 5). Os dados de atividade
foram expressos em atividade enzimatica (U.mL') obtidos a partir da hidrélise da
azocaseina em diferentes concentracfes pelo extrato enziméatico bruto de gengibre
apos 20 minutos de incubacédo a 60 °C e pH 5,5, que correspondem aos valores de

temperatura e pH 6timos (Figuras 2 e 3).
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Figura 4: Efeito das concentracdes de substrato (azocaseina) na atividade

enzimatica do extrato enziméatico bruto de gengibre a 60 °C/ 20 minutos e pH 5,5.

Na Figura 4, é possivel observar que o aumento da concentracdo de
azocaseina no meio causa um aumento na atividade do extrato enzimatico bruto de
gengibre. Pode-se verificar também ao se observar o perfil da curva que ha uma
tendéncia de aumento de atividade do extrato para concentra¢des acima de 2,5 mg.
mL! de azocazeina até que se atinja, possivelmente, um patamar, como mencionado
anteriormente. Nessas condi¢des, a atividade enziméatica maxima (Vmax) foi estimada
em 23,50 U. mL* e a constante de Michaelis-Menten (Km) foi estimada em 3,74 mg.
mL-1, o que significa que sdo necessarias 3,74 mg. mL de azocaseina para que seja
alcancada metade da atividade enzimatica maxima de 1 mL de extrato enzimatico
bruto enzimatico de gengibre nas condi¢des testadas.

Um menor valor para Km indica maior afinidade da enzima, ou do extrato
enzimatico, pelo substrato testado. A enzima ter4d um diferente valor de Km para
diferentes substratos e condigdes de incubacgdo (LINEWEAVER; BURK, 1934).

N&o foram encontrados estudos semelhantes utilizando o extrato enzimatico
bruto de gengibre. Contudo, no estudo pioneiro realizado por Thompson et al. (1973),

ja descrito anteriormente, foi encontrado o valor de 0,37 mg. mL* para a constante de
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Michaelis-Menten ao se incubar o extrato desidratado e purificado de gengibre, em
albumina de soro bovino como substrato a 60° C e pH de 5,0.

Em estudos mais recentes realizados por Nafi et al. (2013) com extrato
purificado e liofilizado de gengibre da variedade Zingiber officinale Roscoe e Nafi et
al. (2014) com extrato purificado e liofilizado de gengibre da variedade Bentong foram
encontrados valores para Km de 0,18 e 0,21 mg. mL?, e Vmax de 34,48 mg. mL' e
35,74 mg. mL™1, respectivamente utilizando azocaseina como substrato.

Os estudos citados utilizaram métodos de purificacdo e adi¢cao de estabilizantes
ao extrato de gengibre, enquanto no presente estudo buscou-se sua utilizacdo o mais
proximo de seu estado in natura. Ainda sim, os valores do presente estudo
apresentaram-se proximos aos citados, indicando uma alta afinidade da protease de
gengibre, mesmo no estado bruto, pela azocaseina. Estes resultados mostram que é
possivel a utilizacdo do extrato enzimatico bruto de gengibre mais proximo ao natural
(sem adicdo de estabilizantes ou utilizagdo de métodos de purificacdo) sem que hajam
grandes perdas em sua atividade enzimatica, o que é extremamente positivo visando

sua aplicacdo em produtos alimenticios.

5.4. Hidrdlise de proteinas miofibrilares
5.4.1 Efeito da concentracdo do extrato miofibrilar na atividade proteolitica do
extrato enzimético bruto de gengibre

A carne de frango utilizada para extracdo das proteinas miofibrilares
apresentou 76,37 + 0,26 % de umidade, 21,30 £+ 0,50 % de proteinas totais e pH de
6,26 + 0,01. A concentracdo de extrato miofibrilar utilizada como substrato no ensaio
de atividade proteolitica variou de 1 mg.mL* até 95 mg.mL%, uma vez que o teor de
proteinas do extrato de proteinas miofibrilares obtido do musculo Pectoralis major de
frango de corte utilizado no presente estudo foi de 94,88 + 1,26 mg.mL™.

Na Figura 6 encontra-se o modelo de Michaelis-Menten (Equacao 1) ajustado
aos dados de atividade enzimatica obtidos da hidrolise do extrato miofibrilar em
diferentes concentracdes pelo extrato enzimatico bruto de gengibre em 20 minutos a
60 °C e pH 5,5 (condigbes 6timas). O modelo foi ndo significativo para falta de ajuste

(p=0,05) e os parametros do modelo foram significativos pelo teste t (p<0,05).

32



1.25

_L

=

=
|

0.75

0.50 =

0.25

Atividade Enzimatica(UmL™)

0.00—

I I I I I I I I I I I
0 10 20 30 40 50 60 70 80 80 100

Extrato Miofibrilar (mg_mL_1]

Figura 5: Efeito das concentracdes de extrato miofibrilar na atividade enziméatica

do extrato enziméatico bruto de gengibre a 60 °C/ 20 minutos e pH 5,5.

O aumento da concentracéo de extrato miofibrilar no meio resultou no aumento
gradual da atividade do extrato enzimatico bruto de gengibre até a concentracéo de
aproximadamente 60 mg. mL* de extrato miofibrilar. A partir desta concentracéo, a
curva apresentou uma menor variacao, sugerindo a tendéncia de formacao de um
patamar, e indicando, portanto, que acima desse valor o aumento da concentracdo de
extrato miofibrilar no meio nao interferiu significativamente na atividade enzimatica do
extrato enzimatico bruto de gengibre como ocorreu para concentracdes menores
(Figura 5). Esta situacdo indica uma aproximacéo da velocidade maxima da reacao
enzimatica, como explicado anteriormente.

Considerando o teor de proteinas de 94,88 + 1,26 mg.mL! do extrato de
proteinas miofibrilares, referentes ao processo de extragdo de 1 g de musculo
Pectoralis major de frango de corte utilizado no presente estudo, os resultados
demonstram que 1 mL de extrato enzimatico bruto de gengibre foi capaz de hidrolisar
as proteinas miofibrilares na concentracdo média final de extracéo (95 mg.mL?) com

uma atividade enzimatica de 1,05 U.mL™* (Figura 5).
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A constante de Michaelis-Menten (Km) foi estimada em 21,48 mg. mL1e a
atividade enzimatica maxima (Vmax) estimada em 1,29 U.mL?. Portanto, séo
necesséarias 21,48 mg de extrato miofibrilar para que seja alcancada metade da
velocidade maxima de 1 mL de extrato enzimético bruto de gengibre nas condi¢des
testadas.

Quando os valores de Km sdo comparados, pode-se inferir sobre a afinidade
do extrato enzimatico testado (LINEWEAVER; BURK, 1934). Quanto menor o Km,
mais afinidade a enzima ou o extrato enzimatico possui pelo substrato utilizado. O Km
encontrado para a azocaseina (substrato padrdo para proteases) foi de 3,74 mg. mL"
L (Figura 4). Ja para o extrato de proteinas miofibrilares o Km estimado foi de 21,48
mg. mL*? (Figura 5), demonstrando menor afinidade do extrato enzimatico bruto de
gengibre pelo extrato de proteinas miofibrilares extraidas do musculo Pectoralis major
de frango de corte. Estes resultados podem indicar uma vantagem na aplicacédo do
extrato enzimatico bruto de gengibre em produtos carneos, visto que a menor
afinidade das proteases do gengibre pelo extrato miofibrilar evita o problema de
hidrélise excessiva das proteinas miofibrilares que, por sua vez, podem acarretar em
problemas na qualidade final da carne, como perda no rendimento e alteracdes
indesejaveis na textura como relatado por Miller et al. (1989) e Ashie et al. (2002)

utilizando papaina.

5.5. Aplicacao do extrato enziméatico bruto de gengibre na carne de frango
5.5.1 Qualidade da carne de frango

Na Tabela 2 encontram-se os valores médios e desvio-padrao de pH, umidade,
teor de cinzas e de proteinas, capacidade de retencdo de agua (CRA) e parametros
de cor do musculo Pectoralis major utilizado para avaliar os efeitos do extrato
enzimatico bruto do gengibre na fragmentacdo miofibrilar e caracteristicas fisicas de

peito de frango.
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Tabela 2 - Valores médios e desvio-padrdao de pH, umidade, teor de cinzas, teor de
proteinas, capacidade de retencdo de agua (CRA) e parametros de cor do

peito de frango

Média Desvio Padréo
pH 6,14 0,10
Umidade (%) 76,78 0,97
Teor de Cinzas (%) 1,20 0,07
Teor de Proteinas (%) 23,11 0,69
Capacidade de retencéo de agua (CRA) (%) 59,38 2,66
L* (luminosidade) 52,47 2,00
a* (verde a vermelho) 4,18 1,54
b* (azul a amarelo) 17,45 1,32

Parametros de cor e valor de pH medidos apos 24 horas apés abate do animal
auxiliam na identificacdo da qualidade da carne, indicando se as carnes apresentam
caracteristicas de RFN (“Reddish Pink, Firm and Non-Exudative”), PSE (“Pale, Soft
and Exudative”) e DFD (“Dark, Firm and Dry”) que, por sua vez, podem influenciar na
capacidade de retencdo de agua, solubilidade e rendimento dos cortes de frango.
Kijowski e Niewiarowicz (1978) sugeriram que o pH indicativo de carne “PSE” em
frangos seria de 5,7, enquanto Lawrie e Ledward (2006) relata que o pH de carnes
“‘DFD” ap6s 24 horas de abate encontra-se em valores superiores a 6,2.

Pizato et al. (2017) encontraram valores similares para cortes de frango in
natura em relagcéao a cor, e estudos como o de Praxedes (2007) demonstram que L*
acima de 53,0 sao indicios de carnes “DFD”, enquanto valores de L* abaixo de 44,0
indicam carnes “PSE”.

A carne de frango imediatamente antes da injecdo do extrato de gengibre
apresentou valores de pH de 6,14 + 0,1. Quanto a cor, 0s cortes apresentaram L* de
52,47 £ 2,00, a* de 4,18 + 1,54 e b* de 17,45 + 1,32 (Tabela 2). Comparando aos
valores obtidos por Kijowski e Niewiarowicz (1978) e Praxedes (2007), os peitos de
frango utilizados no presente estudo para aplicacdo do extrato enzimatico bruto de
gengibre podem ser considerados como carne RFN. As carnes RFN séo as de cor

normal, textura firme e ndo exsudativas (BRIDI e SILVA, 2016).
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5.5.2. Efeito da aplicacdo do extrato enzimatico bruto de gengibre na carne de
frango
5.5.2.1. indice de fragmentacdo miofibrilar (IFM), comprimento de fragmentos
miofibrilares (MFL), comprimento de sarcOmero, textura instrumental e
rendimento pos-coccao

Os resultados da andlise de variancia e as médias analisadas pelo teste de
Tukey a 5% de probabilidade para Teste F significativo (p <0,05), do indice de
fragmentacao miofibrilar (IFM), comprimento de fragmentos miofibrilares (MFL),
comprimento de sarcomero, textura instrumental e perda de peso pés-coccdo séo

apresentados na Tabela 3.

Tabela 3 - Resultados da ANOVA Iindice de fragmentagdo miofibrilar (IFM),
comprimento de fragmentos miofibrilares (MFL), textura instrumental
comprimento de sarcomero, e perda de peso pds-coccdo de peito de

frango (Pectoralis major)

Niveis de
Controle  Amostral Amostra?2 o
significancia

IFM 23,82° 24,95 b 76,052 *x
MFL (um) 11,32 b 10,89 b 4,542 ok
Textura instrumental 2,662 2,532 1,63° *

(Kgf)

Comprimento de 1,33 1,29 1,35 NS
sarcomero (um)

Perda de peso pos- 30,94 31,20 31,41 NS

coccao (%)

Niveis de significancia: ***p<0,001, **p<0,01, *p<0,05, NS: p=0,05.

Médias seguidas da mesma letra na mesma linha ndo diferem entre si pelo teste de Tukey
(p=0,05).

Controle: Peito de frango (Pectoralis major).

Amostra 1: Peito de frango tratado com 5% de tampé&o fosfato 100 mM (pH 7,0).

Amostra 2: Peito de frango tratado com 5% de extrato enzimatico bruto de gengibre.

O IFM e o MFL sao importantes indicadores da extensao da fragmentacéo de
miofibrilas (OLSON et al., 1976; HOPKINS et al., 2000; ZHAO et al., 2011). A estrutura
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da linha Z é destruida durante o processo de degradacdo enzimatica, levando ao
encurtamento do comprimento da miofibrila como um todo pela reducdo do niumero
de sarcomeros em sequéncia. Consequentemente ha uma redugéo no comprimento
dos fragmentos miofibrilares (MFL) e um aumento na turbidez do meio experimental
e, portanto, do IFM. Um maior IFM e um menor MFL sdo correlacionados com uma
reducado na forca de cisalhamento da carne (OLSON et al., 1976).

Observou-se que o valor do indice de Fragmentacdo Miofibrilar (IFM) é
significativamente maior nos cortes com adicdo de 5% de extrato enzimatico bruto de
gengibre (Amostra 2) quando comparados ao peito de frango com injecéo de 5% de
tampéo fosfato 100 mM (pH 7,0) (Amostra 1) e o peito de frango (Controle). O valor
de fragmentacdo miofibrilar da amostra tratada com extrato enzimético bruto de
gengibre equivale a um aumento de aproximadamente 211,7% em relacdo ao das
amostras sem adicdo de extrato, demonstrando significativa hidrélise da fracdo
miofibrilar das proteinas do peito de frango devido a atividade proteolitica do extrato
enzimatico bruto de gengibre ap6s armazenamento por 24 horas a 4 °C (Tabela 3).

Valores semelhantes foram encontrados por Gerelt et al. (2000) ao avaliarem o
efeito do tratamento com 0,1% de papaina comercial e 1% de proteases de Aspergillus
sojae e Aspergillus oryzae, também comerciais, em carnes bovinas desidratadas.
Apos processo de desidratacdo, as amostras foram imersas nas solucdes enzimaticas
por 3 horas a 4 °C. No tratamento controle uma amostra foi imersa em &agua
deionizada. Apds serem removidas das solugbes, as amostras foram armazenadas
por 24, 48 e 168 horas a 4 °C. As carnes tratadas com as solucdes enzimaticas
apresentaram um aumento no indice de fragmentacdo miofibrilar nas primeiras 24
horas de armazenamento quando comparadas ao controle. Além disso, foi observada
uma degradacgéo notavel da miosina nas miofibrilas extraidas desses cortes quando
observados em SDS-PAGE. O aumento dos valores do indice de fragmentacao
miofibrilar nos tratamentos com proteases em relagéo ao controle foram de 240, 200
e 190%, para A. sojae, papaina e A. oryzae, respectivamente, em apenas 24 horas
de armazenamento.

Analisando-se os valores de MFL das amostras tratadas com extrato
enzimatico bruto de gengibre (Amostra 2), observou-se que foram aproximadamente
59,12% menores em relacao ao peito de frango (Controle) e o peito de frango com a
injecdo de 5% de tampéo fosfato 100 mM (pH 7,0) (Amostra 1), (Tabela 3). Esse
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resultado indica que no tratamento utilizando 5% de extrato enzimatico bruto de
gengibre (Amostra 2) as miofibrilas apresentaram uma reducdo no numero de
sarcOmeros em sequéncia e, consequentemente, no comprimento dos fragmentos das

miofibrilas capturadas pela analise microscopica (Figura 6).
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Figura 6: Microscopia de contraste de fase de extracdes miofibrilares de peito de frango (Controle) (a), tratadas com 5% de tampé&o fosfato

100 mM (pH 7,0) (Amostra 1) (b) e tratadas com 5% de extrato enzimatico bruto de gengibre (Amostra 2). Barra= 1 cm.
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As capturas apresentadas na Figura 6 demonstram com maior clareza o
aumento da fragmentac&do miofibrilar e a reducdo do MFL. Na captura (a), referente
ao peito de frango (Controle), podem ser observadas miofibrilas extensas com maior
comprimento de fragmentos miofibrilares (MFL) e uma média de 8,8 + 3,36
sarcoOmeros em sequéncia. Resultado semelhante pode ser observado na captura (b),
referente ao peito de frango tratado com 5% de tampéao fosfato 100 mM (pH 7,0)
(Amostra 1) com uma média de 8,9 + 2,55 sarcémeros em sequéncia. Ja na captura
(c), referente ao peito de frango tratado com 5% de extrato enzimatico bruto de
gengibre (Amostra 2), pode-se observar uma redu¢do no comprimento das miofibrilas
(MFL) e um numero médio de sarcémeros em sequéncia igual a 3,3 + 1,72.

Olson et al (1976) associa a reducao de valores de MFL a uma ruptura na banda
| dos sarcbmeros, o0 que leva a separacdo das miofibrilas em fragmentos menores e,
consequentemente, a reducao do numero de sarcémeros em sequéncia. Portanto, os
resultados de MFL juntamente aos das analises de comprimento de sarcomero
auxiliam no entendimento do mecanismo de degradacdo das proteinas miofibrilares
pelo extrato enzimético bruto de gengibre.

No presente trabalho, apesar dos resultados encontrados nas analises de
comprimento de sarcémero dos peitos de frango (1,33 um), dos peitos de frango
tratados com 5% de tampéo fosfato 100 mM (pH 7,0) (1,29 um) e dos peitos de frango
tratados com 5% de extrato enzimatico bruto de gengibre (1,35 pm) nédo diferirem
significativamente pelo teste F (p=0,05) (Tabela 3), a degradacéo das miofibrilas pode
ser comprovada pelos valores de IFM e MFL (Tabela 3).

De acordo com Lee et al. (1989) a degradacdo das miofibrilas pelo extrato de
gengibre inicia na banda | de cada sarcomero, podendo progredir até a banda M, o
que sugere que a protease de gengibre apresenta maior afinidade pelas proteinas
citoesqueléticas, também chamadas de proteinas estruturais, presentes nalinha Z em
relacdo ao complexo actomiosina.

Horowits et al. (1986) ao irradiar cortes de carne de coelho e avaliarem seus
efeitos em SDS-PAGE, observaram que a titina e a nebulina, que sédo proteinas
estruturais presentes no sarcémero, sdo essenciais para o alinhamento dos filamentos
finos e que sua hidrélise resulta na perda de forgca miofibrilar de maneira geral,

afrouxando o tecido como um todo.
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A degradacdao da titina associada a alteracéo da textura da carne foi observada
no post-mortem de muasculos bovinos (HUFF-LONERGAN et al., 1995), masculo de
suino por Melody et al. (2004) e de aves (frangos de corte, galinhas poedeiras e
galinhas tailandesas) por Chou et al. (1994).

No estudo realizado por Tsai et al. (2011), o efeito da marinacdo com extrato
enzimatico bruto de gengibre em peito de pato Muscovy poOs-abate analisados por
eletroforese SDS-PAGE e por western blot, indicaram que as proteinas titina,
desmina, miosina (cabecga), desmina e a-actina foram degradadas 14 dias antes nas
amostras marinadas com extrato de gengibre quando comparadas ao controle. Neste
estudo, os autores relataram que, dado que a titina é a maior proteina dos musculos
estriados, sua degradacao de forma acelerada pode levar a alteragcéo da integridade
das células musculares reduzindo a forca miofibrilar, resultando no aumento da
maciez da carne.

Os resultados de textura instrumental do presente estudo (Tabela 3)
confirmam a associacao feita por Culler et al. (1978) e Maggioni et al. (2012), que
relataram que o indice de fragmentacao miofibrilar € responséavel por 50% da variacdo
de textura da carne. Os valores de textura instrumental obtidos no presente estudo
foram de 2,66 Kgf para o peito de frango (Controle), 2,53 Kgf para o peito de frango
tratado com 5% de tampé&o fosfato 100 mM (pH 7,0) (Amostra 1) e de 1,63 para o peito
de frango tratado com 5% de extrato enzimatico bruto de gengibre (Amostra 2) (Tabela
3). Os resultados das amostras Controle e Amostra 1 n&o diferiram significativamente
entre si pelo teste de Tukey (p=0,05). Porém, o tratamento com adicdo de 5% de
extrato enzimatico bruto de gengibre resultou em uma reducdo na forca de
cisalhamento de aproximadamente 37,7% em relagdo aos demais tratamento
(p<0,05), o que indica uma melhoria na textura das amostras. Uma menor forca de
cisalhamento necesséria para romper a amostra, € indicativo de carnes com menor
resisténcia ao corte (WHEELER et al., 1995).

He et al. (2015) avaliaram o efeito de marinados de peito de pato adicionados
de extrato enzimatico bruto de gengibre nas concentracdes de 0%, 15% e 30% com e
sem acido citrico 0,3 M. Os autores observaram que apos 72 horas de marinagéo a 4
°C apenas as amostras que foram tratadas com o extrato enzimatico bruto de gengibre
sofreram alteracdes no indice de fragmentacdo miofibrilar. O tratamento contendo

30% de extrato enzimatico bruto de gengibre apresentou o maior IFM dentre todos os
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tratamentos com um aumento de 23% no valor do IFM em relacdo ao tratamento sem
a adicdo de extrato enzimatico bruto de gengibre. O aumento na concentracao de
extrato reduziu a forca de cisalhamento, sendo que nas amostras marinadas com 30%
de extrato os valores reduziram em aproximadamente 26% quando comparadas as
amostras marinadas sem a adicéo do extrato.

Shin et al. (2008) analisaram musculos bovinos longissimus dorsi marinados
com 0,5%, 1% e 2% de extrato desidratado de Sarcodon aspratus, 0,2 % de papaina
comercial e agua destliada (controle). A adicdo do extrato de S. aspratus nos
marinados elevou o indice de fragmentacdo miofibrilar, correspondendo a um
aumento de 36,6% no tratamento marinado com adicdo de 2% de extrato de S.
aspratus em relagdo ao controle, assim como aumentou a solubilidade das proteinas
totais. De acordo com os autores, as alteragdes no IFM e na solubilidade de proteinas
totais ocorrem devido a fragmentacdo de proteinas miofibrilares. Em andlises pelo
método Western blot, os autores constataram que, assim como a papaina, o extrato
de S. aspratus causou a fragmentacdo da miosina (cabecga). O extrato S. aspratus
induziu maior fragmentacao das proteinas miofibrilares, o que levou a uma carne mais
macia. Semelhante ao indice de fragmentacdo miofibrilar, foi observada uma reducao
de 38% nos valores de forca de cisalhamento no tratamento marinado com adicéo de
2% de extrato de S. aspratus em relacédo ao controle.

Olson et al. (1976) demonstraram uma correlacdo entre um maior IFM e a
melhora da textura instrumental em carnes quando estudaram a maturacdo post
mortem em carnes bovinas. Esta correlacdo também pode ser observada em
trabalhos realizados com proteases aplicadas em carnes, como o estudo realizado
por Zhao et al. (2012) que obteve valores de IFM de bifes bovinos obtidos do masculo
Pectoralis major tratados com protease extracelular purificada secretada por bactérias
marinhas Pseudoalteromonas (MCP-01) por 20 horas a 4 °C apresentaram reducao
de 23% a forca de cisalhamento e aumentaram o indice de fragmentacdo miofibrilar
(IFM) em 91,7% em relacdo a carne tratada apenas com agua destilada (controle),
mantendo sua cor e umidade. No mesmo estudo, bifes tratados com bromelina
comercial por 20 horas a 4 °C apresentaram um aumento de 53,7% no IFM comparado
ao bife tratado apenas com 4gua destilada, além de uma reducéo de 21,43% da forca

de cisalhamento em relacdo ao controle.
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Gerelt et al. (2000) também encontraram reducdes nos valores de textura
instrumental, que foram associadas ao aumento do indice de fragmentacao miofibrilar
(IFM) ao estudarem o efeito do tratamento com 0,1% de papaina comercial e 1% de
proteases de Aspergillus sojae e Aspergillus oryzae, também comerciais, em carnes
bovinas desidratadas. Houve uma reducdo de aproximadamente 30%, 40% e 60%
nos valores de textura instrumental para os tratamentos com proteases A. sojae, A.
oryzae e papaina, respectivamente, em relagdo ao controle. Além disso, todas as
amostras tratadas apresentaram maiores notas na escala hedonica sensorial no
atributo maciez em relacdo ao controle. Em relacéo ao controle o aumento dos valores
de indice de fragmentacdo miofibrilar nos tratamentos com proteases forma de 240,
200 e 190%, para A. sojae, papaina e A. oryzae respectivamente, em apenas 24 horas
de armazenamento.

Os trabalhos de Naveena et al. (2001) e Naveena et al. (2004) associaram a
reducao de 46% nos valores de forca de cisalhamento ao aumento da extractabilidade
das proteinas miofibrilares e a evidente reducdo no niumero de bandas proteicas no
perfil eletroforético de proteinas extraidas (miofibrilares e sarcoplasméticas), devido a
aplicacao de 5% de extrato enzimatico bruto de gengibre por aspersdo em carne de
galinhas poedeiras e carne de bufalo.

A correlacéo entre os valores de IFM e de textura instrumental pelo teste de
correlacdo de Pearson € apresentada na Figura 7. Observou-se uma correlacdo
negativa significativa (p<0,01) entre as variaveis testadas, sendo o coeficiente de
correlacéo igual a 0,64 (r = -0,64), indicando que um aumento no valor de IFM resulta
na reducédo do valor da textura instrumental (Figura 7).

Culler et al. (1978) e Battaglia (2016) também encontraram valores
decoeficientes de correlacdo negativos entre as variaveis IFM e textura instrumental.
Os valores encontrados foram de r = -0,72 (CULLER et al.,, 1978) e r = -0,45
(BATTAGLIA, 2016).
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Figura 7: Gréfico de correlacéo de Pearson entre a textura instrumental (Kgf) e

o indice de fragmentacao miofibrilar (IFM).

Outro fator que pode ser considerado de grande importancia tanto do ponto de
vista da industria quanto para os consumidores é a perda de peso pds-coccédo. A perda
de liquido pela carne apds coccao pode ser relacionada a diminuicao da capacidade
de retencdo de agua da carne e interfir no rendimento industrial e em atributos
sensoriais como a maciez da carne (EUCLIDES FILHO, 2003).

Em relacdo a perda pos coccédo, foram obtidos os valores de 30,94% para o
peito de frango, 31,20% para o peito de frango tratado com 5% de tampéo fosfato 100
mM (pH 7,0) e 31,41% para o peito de frango tratado com 5% de extrato enzimatico
bruto de gengibre. Ndo houve diferencga significativa (p=0,05) entre os tratamentos
pelo teste F (Tabela 3). Este resultado pode ser considerado positivo uma vez que
indica a aplicacdo do extrato nado interferiu no rendimento da carne apesar de
promover maior fragmentacao das miofibrilas.

Resultados semelhantes foram encontrados em carne de galinhas poedeiras
adicionadas de extrato enziméatico bruto de gengibre por Naveena e Mendiratta (2001).
N&o foram encontradas diferencas significativas entre os tratamentos (1%, 3% e 5%

de extrato de gengibre) na perda de peso pos coccdo. Contudo, foi observado um
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aumento na suculéncia sensorial e um aumento na capacidade de retencao de agua
das carnes tratadas com extrato de gengibre. Os autores relataram que o0 aumento da
capacidade de retencdo de agua dos cortes de carne de galinhas poedeiras
adicionados de extrato em relacdo ao tratamento controle (sem adic&o de extrato de
gengibre) pode ser explicado devido ao surgimento de espacos intracelulares
causados pela degradacao das proteinas que promove um afrouxamento da estrutura
miofibrilar, dada pela maior fragmentacao miofibrilar, como observado no presente
estudo. Com esse afrouxamento, segundo Naveena et al. (2004), ha liberacdo dos
miofilamentos finos e grossos e formacdo de mondémeros de actina e miosina,
favorecendo a retencdo da agua na carne e, conseqguentemente, promovendo a
melhora de sua textura.

Ja no estudo realizado por Abdel-Naem et al. (2016) com a adicao de 7% de
extrato de gengibre em hambulrgueres de camelo foi observado um aumento
significativo (p<0,05) de perda de rendimento pds coccdo em relacdo ao controle (sem
adicao de extrato de gengibre), demonstrando que concentragdes maiores de extrato
de gengibre podem gerar perdas excessivas de agua na carne.

No presente estudo, resultados de testes preliminares em que foram
comparadas as concentracdes de 3%, 5%, 10% com tratamento controle sem adi¢cao
de extrato enzimatico bruto de gengibre como descrito no item 4.5.1, indicaram que o
tratamento com a concentracdo de 10% de extrato apresentou maior capacidade de
retencdo de agua e maior solubilidade de proteinas totais e miofibrilares comparada
aos outros tratamentos. Contudo, este tratamento apresentou menor perda de peso
pos-coccdo (Controle: 18% e amostra com adicdo de 5% de extrato enzimatico bruto
de gengibre aproximadamente 21,78% de perda de peso pés coccao). A escolha da
concentracdo de 5% de extrato enzimatico bruto de gengibre no presente estudo foi
baseada nesses resultados, por apresentar menor perda no rendimento (2,78% em
relacdo ao controle) e aumento significativo (p<0,05) para capacidade de retencao de
agua e solubilidade de proteinas totais e miofibrilares em relacdo ao controle e ao

tratamento com 3% de extrato enzimatico bruto de gengibre.
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6. CONCLUSAO

O extrato enzimético bruto de gengibre apresentou atividade maxima em
temperatura de 60 °C e pH de 5,5. Apresentou também atividade significativa em
ampla faixa de temperatura e pH, sendo sua atividade residual a 70 °C igual a 55,4%
e de manter mais de 55% em pH variando de 6 a 8. O extrato enzimatico apresentou
maior especificidade pela azocaseina do que pelo extrato de proteinas miofibrilares.

A aplicacdo do extrato enzimético bruto de gengibre utilizando o musculo
Pectoralis major como sistema modelo foi importante, permitindo verificar que a sua
baixa especificidade pelo extrato miofibrilar, promoveu a fragmentacéo das miofibrilas
e a reducéo da forca de cisalhamento sem alterar excessivamente a textura da carne
e sem gue houvesse perdas no rendimento pds-cocc¢éo, sendo uma alternativa para

melhoria da qualidade de cortes de carne de frango e produtos carneos.
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