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RESUMO

Para a matriz de qualidade da carne bovina, a maciez assume posicdo de destaque sendo
considerada a caracteristica organoléptica de maior influéncia na aceitacdo da carne por parte
dos consumidores. Destacando como influencia na maciez da carne, podemos citar a genética,
a raca, a idade ao abate, 0 sexo, a alimentacdo, o uso de agentes hormonais e 0s tratamentos
post-mortem. O aumento da populacdo mundial e consequentemente o maior consumo de
alimentos, nos leva a buscar alternativas biotecnoldgicas para suprir essas necessidades de
alcancar indices de alimentos em relacdo ao crescimento populacional, o que justifica a
procura de alternativas para alcancar carnes mais macias. O mercado tem desenvolvido
produtos com principio ativo de alguns vegetais como, por exemplo, a papaina. Estudos sobre
a ciéncia da carne estdo sendo realizados para avancar na selecdo de animais que atendam
com qualidade os consumidores. O objetivo desse estudo foi analisar o perfil proteico da acédo
da papaina sobre amostras de carne via SDS-PAGE usando concentracdes especificas, tempos
pré-determinados e duas variacdes de temperaturas, assim como comparar diferentes tempos
de exposi¢do, bem como avaliar o efeito do principio ativo em diferentes temperaturas e, por
fim, relacionar as diferentes concentragdes com o tempo de exposi¢do do principio ativo. A
metodologia utilizada foi através de anéalise eletroforética em gel de poliacrilamida de
amostras de musculo submetidas ao tratamento com o principio ativo papaina em
concentracdes especificas de 0,10%, 0,25% e 0,50%, e tempos predeterminados de 5, 10 e 15
minutos de tratamento e duas variacdes de temperatura (20°C e 65°C). Para a analise via
SDS-PAGE, foram adquiridas amostras de musculo semitendinoso da espécie Bos taurus
taurus, regido conhecida como tatu ou lagarto, considerada uma peca de carne nobre de
caracteristica rigida no comercio local no municipio de Sdo Gabriel - RS no periodo de julho
de 2014. As amostras tiveram pesos padronizados em 0,59 e foram realizadas em duplicata.
Os complexos de proteinas ou proteinas de maior massa molecular sofreram maior acdo da
papaina, assim como na temperatura de 65°C houve maior potencializacdo do composto sobre
a amostra, e na verificacdo dos tempos de exposicdo do composto, ndo houve atividade
consideravel, ou muito baixa entre os tempos estabelecidos. Concluimos que o principio ativo
da papaina sobre 0 musculo semitendinoso de Bos taurus taurus tem sua acdo efetivada a
temperatura de 65°C, e na concentracdo de 5%, e no fator tempo ndo houve um diferenca
significativa entre os resultados encontrados.

Palavras-chave: Carne, Maciez, Atividade Proteolitica.



ABSTRACT

To the matrix of meat quality, softness assumes a prominent position and is considered the
most influential organoleptic characteristic for the acceptation by beef consumers. To
highlight how meat tenderness is influenced, we can cite the genetics, breed, age of slaughter,
sex, nutrition, use of hormonal agents and post-mortem treatments. The increasing world
population and food consumption lead us to seek biotechnological alternatives to address
these needs to achieve rates of food in relation to population growth, which justifies the
search for alternatives to achieve a more tender meat. The market has developed products
with active principle from vegetables such as papain. Scientific studies about the meat are
being made to improve the selection of animals so that they can meet the desired quality by
consumers. The goal of this study was to analyze the protein profile of the action o papain on
samples of meat through SDS-PAGE using specific concentrations, predetermined times and
two variations of temperatures, as well as to compare different periods of exposure and asses
the effect of the active principle in different temperatures and, lastly, relate the different
concentrations with the period of exposure of the active principle. The methodology used was
polyacrylamide electrophoresis analysis of muscle samples subjected to treatment with the
active principle papain in the specific concentrations of 0,1%, 0,25% and 0,50%, and
predetermined times of 5, 10 and 15 minutes and two variations of temperatures (20°C and
65°C). For the SDS-PAGE analysis, samples of the posterior semitendinosus muscle region
(also known regionally as tatu or lagarto), which is considered a noble piece of rigid
characteristic, were purchased from the local market in the city of S&o Gabriel - RS in July
2014. The samples had their weights standardized in 0,5g and were made in duplicate. The
protein complexes or protein of higher molecular mass suffered more action of papain, as the
temperature of 65°C had a greater potentialization of the compound on the sample and in the
checking of the exposure time of the compound, there hasn’t been found considerable activity,
or it is too low between the established times. We conclude that the active principle of papain
on the semitendinosus muscle from Bos taurus has its action effective at the temperature of
65°C in the concentration of 5%, and the time factor didn’t show significant difference

between the results found.

Keywords: Meat, Tenderness, Proteolytic Activity.
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1 INTRODUCAO

Um dos grandes problemas que a populacdo do nosso planeta sofre, €, sem duvida, a
ma distribuicdo de renda e consequentemente, pessoas menos abonadas tem uma baixa
qualidade de vida, outro e ndo menos importante problema e a superpopulacdo, que
juntamente com matérias primas escassas formam o conjunto de a¢fes do mercado, que é a
oferta e procura, quando um produto tem muita procura e pouca oferta seu preco sobe, assim
como um produto que tem baixa procura e muita oferta seu preco baixa. Se pensarmos nesta
questdo em relacdo a alimentacdo e mais especificamente na carne bovina, podemos observar
gue a producdo ndo vai atender a toda a demanda, por esse motivo busca-se desenvolver
alternativas biotecnoldgicas para que a demanda sege atendida. Uma das alternativas é de
aumentar a qualidade das caracteristicas organoléptica, como uma delas pode destacar a
maciez.

Alternativas do uso de plantas com o principio ativo na producdo de substancias que
possam gerar alguma caracteristica organoléptica favoravel, assim podemos destacar o latex
do fruto verde do Carica papaya Linne, 0 mamao papaia que gera a Papaina que produz
endopeptidases para o seu metabolismo proteico, gerando uma maciez na carne pela quebra
de proteinas. Sendo utilizada sobre a carne ela realiza ligagdes com um grupo sulfidrila livre e
assim tem sua acdo catalitica ativada por adicdo de um agente redutor ou aumento da
temperatura, realizando assim a quebra dessas ligagdes.

Através de atividades biotecnoldgicas pode-se analisar a acdo da papaina sobre as
amostras de carne através da metodologia de SDS-PAGE. Para a andlise do principio ativo,
foram usadas concentracOes especificas, tempos predeterminados e duas variacOes de
temperaturas (a temperatura ambiente 20°C e a temperatura aquecida em 65°C). As amostras
sdo do musculo semitendinoso da espécie Bos taurus taurus, regido posterior (corte chamado
de lagarto ou tatu), que tem caracteristicas organoléptica de boa qualidade e foram adquiridos
no comercio local no municipio de Sdo Gabriel - RS no periodo de julho de 2014, as
amostras tiveram seu peso padronizados e foram realizadas em duplicatas, para a quebra e
separagdo da partes componentes da célula foi utilizado nitrogénio liquido na maceragdo das
amostras, assim como a utilizacdo de agentes estabilizadores das proteinas durante a
centrifugacdo, para a marcacdo das proteinas no gel foi utilizado corante especifico para
proteinas e entre as acdes as amostra eram acondicionadas em freezer, para a integridade das

mesmas. Podendo assim analisar o efeito da papaina sobre musculo semitendinoso de Bos
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taurus taurus, e comparar diferentes tempos de exposi¢cdo do principio ativo com a amostra,
bem com avaliar o efeito do principio ativo em diferentes tempos e assim relacionar as

diferentes concentracdes com o tempo de exposi¢do do principio ativo.
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2 DESENVOLVIMENTO

2.1 Perspectiva da carne bovina no mundo.

Dados da FARSUL (2012) indicam que os principais produtores de carne bovina séo
Estados Unidos, Brasil e Unido Europeia, que juntos detém praticamente 50% do market
share mundial, sendo que destes, apenas o Brasil apresentou crescimento.

O Brasil € o segundo maior produtor de Carne Bovina no mundo, com 9,38 milhdes de
toneladas, o segundo maior consumidor mundial com 7,99 milhdes de toneladas e o segundo
maior exportador de carne bovina com 1,45 milhGes de toneladas; detendo market share de
16,3% na producgéo, 14,4% no consumo e 16,2% nas exportagdes mundiais (FARSUL, 2012).

A producédo brasileira de carne bovina apresentou reducao de 2,8% em 2011 frente a
2010, para 2012, segundo os dados do IBGE (2012), houve crescimento de 5,54%, face ao
ano anterior, sendo esta situacdo repetida para 2013 devido a forte demanda e aos precos
atrativos no mercado internacional.

A producdo brasileira de 2013 teve um aumento de 2%, segundo dados do USDA
(2013), sendo que em 2012 o Pais produziu 9,21 milhdes de toneladas e em 2013 estima-se
9,38 milhdes de toneladas.

Para FARSUL (2012) o mercado brasileiro absorve, praticamente, toda a producao de
carne bovina, detendo 85%, sendo o restante, 15% destinado a exportacdo. O alto percentual
de destinado ao mercado interno reflete-se no consumo, que em 2013 foi de 7,99 milhdes de
toneladas, representando 1,4% de crescimento, em relacdo a 2012, quando se produzia 7,88
milhdes de toneladas.

A exportagdo brasileira de carne bovina reflete o cenéario positivo do mercado
internacional, com os precos e a forte demanda pelo produto brasileiro, além das taxas de
cambio e problemas enfrentados pelos paises concorrentes. Nos Gltimos anos o Pais mantém-
se exportando 1 bilhdo de toneladas de carne bovina.

A partir da consolidacdo da posicao brasileira do mercado de carne bovina no Brasil
através da sua producdo e exportacdo, como indica a FARSUL (2012), o Rio Grande do Sul
segue a mesma tendéncia, o mercado de carne bovina deve ser puxado no curto e no médio

prazo pelo consumidor doméstico — forte demanda pelo produto do Rio Grande do Sul.
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2.2 Maciez

Classifica-se a dureza da carne em pelo menos dois componentes a dureza residual,
causada pelo tecido conjuntivo (colageno, elastina) e outras proteinas do estroma e a dureza
de actomiosina, causada pelas proteinas miofibrilares. Essa divisdo poderia explicar
resultados conflitantes encontrados na literatura sobre variagdes de maciez ou dureza da carne
e também porque certos trabalhos mostraram correlacdo entre quantidade de tecido conjuntivo
e dureza, enquanto outros ndo encontraram correlacdo, pois os tecidos conjuntivos contribuem
com apenas um dos dois fatores responsaveis pela dureza. Consequentemente, naqueles
musculos (ou animais) em que o teor de tecido conjuntivo é alto, este ird contribuir com maior
parcela para a dureza total, e a quantidade de tecido conjuntivo estard positivamente
correlacionada com a dureza, ou negativamente correlacionada com a maciez. Ja nos tecidos
ou animais em que o tecido conjuntivo é baixo ou a dureza de actomiosina é elevada, ndo
havera boa correlagdo entre dureza e teor de tecido conjuntivo (SGARBIERI, 1996).

A maciez da carne pode ser medida por meio subjetivo ou objetivo. O método
subjetivo se utiliza de painel sensorial em que um grupo de pessoas treinadas classifica a
carne em relacdo a maciez apos ter provado as amostras, atribuindo a percepcdo sensorial
(paladar), como: resisténcia a lingua, a pressdo do dente, aderéncia e residuo pds-
mastigatério, ou seja, uma miriade de fatores fortemente subjetivos (BELCHER et al. 2007;
MUCHENUJE et al. 2009). O método objetivo utiliza equipamento, como o texturdbmetro, que
mede a forca necessaria para o cisalhamento de uma secdo transversal de carne e, quanto
maior a forca dispensada, menor é a maciez apresentada pelo corte de carne (ALVES et al.
2005; RAMOS; GOMIDE, 2007).

Dentre os fatores que influenciam a maciez da carne, destacam-se: genética, raca,
idade ao abate, sexo, alimentacdo, uso de agentes hormonais e tratamentos post-mortem.

MONSON et al. (2005) argumentaram que a maciez da carne esta relacionado com o
conteudo de colageno, a estabilidade térmica e da estrutura miofibrilar do madsculo. Estes, no
entanto, parecem ser afetados principalmente pelo crescimento do animal em detrimento a
raca, somente.

O tecido conjuntivo dentro do mdasculo é incrivelmente variavel, dependendo do
estagio de desenvolvimento do animal, posi¢cdo do musculo e sua fungéo, raca do animal,
nutricdo, exercicios e lesdes musculares (PURSLOW et al. 2005). Com a idade, ocorre 0
aparecimento das ligagdes cruzadas intra e intermoleculares do colageno, que se tornam

estaveis, de dificil desnaturacdo e, portanto, dificultando a digestdo enzimatica ou tratamentos
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térmicos (MALTIN et al. 2003; PURSLOW et al. 2005; BIANCHINI et al. 2007; KUSS et al.
2010).

A influéncia da alimentacdo na maciez da carne esta associada principalmente com o
grau de acabamento (espessura de gordura subcutanea) e com o teor de gordura intramuscular
na carcaca (MALTIN et al. 2003; PACHECO et al. 2005; ANDERSEN et al. 2005;
BRONDANI et al. 2006;).

Todavia, os estoques de glicogénio muscular também podem sofrer influencia do
sistema de alimentacdo e influenciar a maciez da carne via pH final (ROSENVOLD et al.
2001; LEHESKA et al. 2002).

O sexo influencia a composi¢do do ganho em peso e a composi¢do da carcaca e, por
conseguinte, a maciez da carne. Animais de sexos diferentes chegardo ao ponto de abate
(mesmo grau de acabamento da carcaga) em pesos ou idades diferentes (ALVES et al. 2005).

Poucos s@o os trabalhos que mostram néo existir diferenca na maciez da carne de
animais inteiros e castrados. Animais ndo castrados crescem mais rapidamente e utilizam o
alimento mais eficiente em uma mesma idade ou mesmo/peso, produzindo carca¢a com mais
musculo e menos gordura que animais castrados (VAZ et al., 2000; COSTA et al. 2007).

Existem ainda diversos procedimentos tecnoldgicos que sdo aplicados as carcagas e as
carnes procurando, direta ou indiretamente, atuar sobre a maciez final. Por exemplo, a
aplicacdo de sais de célcio na carne para facilitar a acdo das enzimas proteoliticas, que sdo
calcio-dependentes (MALTIN et al. 2003). O uso de propionato de calcio e cloreto de célcio
promoveram melhorias significativas na maciez da carne de bovinos (HEINEMANN; PINTO,
2003; PEDREIRA et al. 2003).

H& muito tempo, 0s nativos de paises tropicais amaciavam suas carnes deixando-as de
molho no suco da fruta Carica papaya, esfregando-as com pedacos da fruta verde ou as

embrulhando nas folhas do mamoeiro por uma noite antes da coccao.

2.3 Papaina

A Papaina pode provir de plantas que em geral produzem endopeptidase para o seu
metabolismo proteico, como o latex do fruto verde de Carica papaya Linne que contém
cisteina endopeptidases, como a papaina, as quimopapainas A e B, a endopeptidase papaia IlI,
a endopeptidase papaia IV e, acredita-se que, outra designada como endopeptidase
(MORAES; TERMIGNONI; SALAS, 1994).
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O fruto é intensamente cultivado nas regides do tropico e subtrépico, por ser
comestivel e por ter enzimas estocadas em seus veios de latex, que estdo dispostos em todas
as partes aéreas da planta, podendo ser liberado facilmente através de pequenos danos as
folhas da planta do papaia (ROTH; CLAUNSITZER, 1972).

Por ser um fluido tixotrépico o latex do papaia, com uma aparéncia leitosa, que
contém cerca de 15% de matéria seca, 40% dessa matéria é constituida por enzimas,
principalmente cisteinas endopeptidases que somadas, correspondem a mais de 80% da fracéo
total de enzimas (AZARKAN et al., 2003), sendo as endopeptidases do papaia um perigo em
potencial para a planta. Entretanto, estdo presentes nos veios do latex como pré-formas
inativas que, rapidamente, sdo convertidas em enzimas ativas, depois da liberacdo do latex
pela planta (SILVA et al., 1997; MOUTIM et al., 1999).

A papaina, correspondendo uma pequena gquantidade constituinte (cerca de 8%) dentre
as endopeptidases do maméo, foi a mais facilmente purificada. Culminando com importantes
estudos sobre grupos tidis e na acdo enzimaticas, também possibilitou o desenvolvimento do
conhecimento a respeito da especificidade das proteinases (MITCHEL; CHAIKEN; SMITH,
1970).

A cristalizacdo da Papaina foi a partir do latex fresco por Balls, Lineweaver e
Thompson, em 1937. Sendo este processo melhorado, em escala preparativa, por Balls e
Lineweaver (1939). Carnicina foi o primeiro nome do principio ativo proveniente do latex das
folhas e frutos do mamao verde adulto do Carica papaya Linne (familia Caricaceae), em
1876, Peckolt isolou esse principio ativo e o denominou de “papaiotina”. Entretanto, coube a
Wutz, em 1880, denominaram “papaina” (HWANG; IVY, 1951; KLASEN, 2000;
MONETTA, 1987).

Através do processo descrito por Balls e Lineweaver (1939) os pesquisadores Kimmel
e Smith (1957) obtiveram a papaina cristalina do latex seco, de forma rapida e econémica, em
bom nivel de pureza. Algumas outras propriedades da papaina foram determinadas, como a
baixa massa molecular (KDa = 23,406) e a baixa estabilidade enzimatica, sob condi¢cfes
extremas, que permitiram, em 1970, caracteriza-la cinética e estruturalmente. Por ser um tiol
proteinase constituido de uma Unica cadeia polipeptidica contendo 212 residuos de
aminoéacidos, e um ponto isoelétrico de 9,5 (SANGEETHA; ABRAHAM, 2006).

Por consistir em uma cadeia polipeptidica simples, Light et al. (1964, apud ARNON,
1970) foram os primeiros descrever a sequencia de aminoacidos dessa enzima, indicando a da
posicdo das ligacGes dissulfetos na molécula, bem como do grupo sulfidrila ativo. Através da

estrutura cristalina tridimensional da papaina indica-se que a cadeia polipeptidica é dobrada
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em dois dominios de tamanhos semelhantes, mas com conformagdes completamente
diferentes, formando uma fenda sobre a superficie da enzima, onde esta localizado o seu sitio
ativo (FERHST, 1980; KAMPHUIS et al., 1984; NAEEM; FATIMA; KHAN, 2006).

Com ligacOes de dissulfeto a conformacdo estrutural da papaina é estabilizada, uma
vez destruida, levam a reducdo da atividade bioldgica, catalitica e imunoldgica da enzima
(ZHUANG; BUTTERFIELD, 1991). A papaina cliva, preferencialmente, ligacdes peptidicas
envolvendo aminoacidos basicos e, também, possui atividade esterasica.

Por fazer parte da classe das cisteinas, formam uma ligacéo covalente tioéster entre um
grupamento acila do substrato e o grupamento sulfidrilico de um residuo especifico de
cisteina, em seu sitio ativo (LEHNINGER, 2000). Para a a¢do catalitica a papaina requer um
grupo sulfidrila livre. A ativacdo pode ser conseguida com a adicdo de um agente redutor
como a cisteina, sulfitos, ciamida, cianeto de hidrogénio, glutationa reduzida e tioglicolato. A
inativacdo dessa proteina, por sua vez, pode acontecer na presenca de ar, acidos concentrados,
aumento de temperatura por volta de 65°C, e € acelerada pela presenca de metais pesados.
Meios contendo cisteina e EDTA tem sido usado como padrdo para ativacao da papaina e para
evitar sua inativacdo, respectivamente (KIMMEL; SMITH, 1954; ARNON, 1970;
MONETTA, 1987; MERCK INDEX, 1996; USP XXIX, 2006).

2.4 AplicacOes da Papaina

Varias sdo as aplicacbes da papaina, em diversas industrias, na medicina, na
odontologia e como ferramenta em pesquisas.

Para a industria de alimentos a papaina € utilizada na fabricacdo de queijos e biscoitos,
como amaciante de carne e clareador de cervejas (BERSIN, 1957; CHAMBERS et al., 1998;
MARTINDALE, 2005; MONETTA, 1987; PARK et al., 1980; SAID; PIETRO, 2004;
SASMITO; DEMEESTER; BRACKE, 1982). Na producdo de detergentes é adicionada para
aumentar o poder de limpeza pela degradacéo hidrolitica de proteinas presentes em manchas.
Na industrializacdo do couro, a papaina age na degradacdo do colageno e € empregada no
processo de remogdo dos pélos e amaciamento do couro (SASMITO; DEMEESTER;
BRACKE, 1982).

Na industria cosmética, € um potente ingrediente ativo adicionado a esfoliantes,
devido a sua capacidade de hidrolisar ligacbes peptidicas de coldgeno e queratina no estrato
cérneo da pele, removendo, assim, os debris celulares da epiderme (NIINIMAK et al., 1993).

Para Traversa (2003) a papaina atua como agente depilatério, e ja esta sendo utilizada para
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peeling (SANTOS, 2001), além do uso associado a alfa-hidroxiacidos e ao acido
acetilsalicilico no tratamento de rugas, flacidez e ressecamento da pele (OZLEN, 1996). A
combinacdo da papaina com outras substancias, tais como ureia e clorofilada estdo dispostas
para 0 comercio. Sendo comercializada com o nome de Panafil® (KLASEN, 2000). Além
dessa, hd a Accuzime®, adicionada de papaina e ureia, e o produto italiano NouriFusion®,
contendo papaina e as vitaminas A, C e E.

LOPES (2003) menciona a seguranca e eficacia quando utilizada como promotor de
absorcédo cutaneo. Mecanismos de acdo da papaina no estrato corneo poderia ser a competicdo
entre a papaina e a transglutaminase, responsavel pela formacgdo do envelope cornificado ao
redor dos cornedcitos. Na odontologia, a formulacdo gel para remocdo quimica da carie,
principalmente para aplicacdo na odontopediatria. No comércio existe o produto Papacarie®,
promovendo a remocdo do tecido cariado e infectado, preservando os tecidos sadios
adjacentes do dente, sem ocasionar qualquer dano aos tecidos da boca (SILVA, 2005).

DUARTE et al. (2001) considera a papaina como agente tdpico irrigador em
tratamento de canais. Outra utilizacdo € na remocéo do tartaro, pelo amolecimento do mesmo
e diminuindo, assim, o desconforto do procedimento (DAVANCO, 2004).

Para a industria farmacéutica as propriedades proteoliticas da papaina sdo eficazes
principalmente em medicamentos de usos oral e topico. Os medicamentos de uso oral séo
comercializados como digestivos, auxiliando na degradacdo das proteinas da dieta, como o
Filogaster®, contendo pancreéatica, diastase e papaina (DEF, 2002; WALSH; HEADON,
1994). O uso oral dessa enzima pode também prevenir a aderéncias intrabdominais pds-
operatdrias, por se tratar de um agente fibrinolitico (HELFEBREKERS et al., 2000), no
tratamento da mucosite, como anti-inflamatério e também no tratamento de infeccdes de
visceras, atuando como promotor de absorcdo de antibidticos (BOCK et al., 1998; GUGGI,;
BERNKOP-SCHNURCH, 2005; ROGENSKI et al., 1995).

O debridamento com proteases tem sido proposto para uma rapida remocédo, ndo
traumatica, do material protéico ndo desejavel das lesbes, apresentando a vantagem de
oferecer poucos riscos ao paciente de feridas e de queimaduras, de modo a acelerar o0 processo
de cicatrizacdo dessas lesbes. (AYELLO; CUDDIGAN, 2004; LAIDET; LETOUNEUR,
1993; MONETTA, 1990).

Para a cicatrizacdo de feridas e queimaduras e prescindivel a retirada de tecidos
desvitalizados, evitando tecido invidvel que abriga, aquece e estimula a proliferagdo de
microrganismos, 0s quais retardam a regeneracdo do tecido e podem determinar sepse
invasiva (PELLON, 1995; OZCAN et al., 2002). MANDELBAUM S., SANTIS E
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MANDELBAM M. (2003) indicam que a papaina pode ser usada em todas as fases do
processo de cicatrizagdo, sejam feridas secas ou exsudativas, colonizadas ou infectadas, com
ou sem areas de necrose.

Através da acdo da papaina que promove o alinhamento das fibras que compdem o
colageno, proporcionando o crescimento uniforme do tecido, resultando em uma cicatriz mais
plana (MONETTA, 1990; SANCHEZ NETO, 1991). MASINI E CALANO (1986) afirmam
gue isso acontece porque a papaina neutraliza as interacdes entre os aminoacidos aglomerados
em forma espiralar e que se dispdem aleatoriamente, intervindo na ruptura dessas ligacdes,
formando cadeias lineares, evitando, assim, a formacao de quel6ides, que ¢ um aglomerado
aleatdrio de fibras que formam o tecido conjuntivo.

FLINDT (1978) indica que a papaina aja somente no tecido lesado, devido a auséncia
de uma anti-protease plasmatica, a al-anti-tripsina, que impede a acdo proteolitica da enzima
em tecidos sadios.

OTUKA, PEDRAZZANI E PIOTO (1996) relatam que solucdes extemporéneas de
papaina sdo de grande ajuda no tratamento da Ulcera plantar, acelerando ou evoluindo o
processo de cicatrizacdo. Lesbes, contendo ou ndo tecido necrosado, cicatrizam mais
rapidamente como é o caso de Ulceras diabéticas, de pressdo ou venosas (MEKKES, 1997;
METRIONE, 1981; MONETTA, 1987, 1990, 1992; UDOD; STOROJUK, 1981, apud
SANCHEZ NETO, 1916).

2.5 Objetivo geral

Analisar o perfil proteico da acdo da papaina sobre amostras de carne via SDS-PAGE
usando concentracGes especificas, tempos pré-determinados e duas variacdes de temperaturas
(20°C e 65°C).

2.6 Objetivos especificos

- Comparar os tempos 5, 10 e 15min de exposi¢do do principio ativo da papaina sobre
a amostra;

- Avaliar o efeito do principio ativo nas temperaturas de 20°C e 65°C;

- Relacionar as diferentes concentragdes (0,1, 0,25 e 0,50%) com a acéo do principio

ativo;



2.7 Material e Métodos

2.7.1 Amostra
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As amostras sdo de origem animal do musculo semitendinoso de bovinos (Bos taurus

taurus) adquirido no comercio local (Sdo Gabriel - RS), de onde se retirou fragmentos de 0,59

do corte de carne Lagarto (tatu). Os experimentos foram realizados em duplicata. Os

fragmentos foram tratados com principio ativo papaina (lote DCBC 2525 - padrdao SIGMA)

em concentracfes de 1%, 2,5% e 5% e tempos e exposi¢do de 5, 10 e 15 minutos com

temperaturas diferenciadas em temperatura ambiente (20°C) e aquecido a 65° C (banho-

maria). Dois grupos controle sem adigdo de aditivo foram submetidos & mesma analise para

posterior comparacdo (Quadro 1). Apos o periodo de tratamentos as amostras passaram por

lavagem em agua destilada (3 vezes).

Quadro 1: Concentracgdo, tempo de exposicdo e temperatura da amostras.

Temp. Temp. Temp. Temp. Temp. Temp.
ambiente | 65°C ambiente | 65°C ambiente | 65°C
A | Papaina0,1% | 5 min. 5 min. 10 min. | 10min. | 15min. | 15min
Al 0 |A200 (A3 A0 |AS 3 (A6 3
B | Papaina 0,25% | 5 min. 5 min. 10 min. | 10min. | 15min. | 15min
Bl O B2(D B3 B3O B4 B5 B3 [B6 3
C | Papaina0,5% | 5 min. 5 min. 10 min. | 10min. | 15min. | 15min
Cl @ |c2 |c3 @ |c4D0 |C5 3 |c6 O3
D | Controle 5 min. 10 min. 15 min.
D1 9 p2 &3 D3 B8
E | Controle 5 min. 10 min. 15 min.
E1E0 E2 3 E3 B3
Total 8 8 8 8 8 8

Fonte: ROSSO, 2014.

Concentracbes de papaina foram pesadas em balanga de precisdo e misturadas em

agua destilada utilizando agitador magnético e barra magnética.
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2.7.2 Maceracéo das amostras

As amostras depois de tratadas e lavadas foram maceradas utilizando nitrogénio
liguido em almofariz com pistil, para a quebra e a homogeneizacdo das particulas celulares,
sendo mantidas a baixas temperaturas, evitando a degradacdo e desnaturacdo de suas

proteinas.

2.7.3 Centrifugacao

As amostras maceradas foram homogeneizadas em tampédo contendo Tris, NaCl,
EDTA e SDS nas respectivas concentracbes de 0,00605, 0,008766, 0,000372 e 0,001% na
proporcdo 4/1 (quatro partes do tampdo para uma parte de amostra). As amostras foram
centrifugadas em centrifuga refrigerada por 20 minutos, 14.000 RPM a 4°C. Apés foi
recolhido o sobrenadante, descartando o restante, que foi identificado e congelado em freezer
a -80°C.

2.7.4 Separacdo de Proteinas por SDS-PAGE

Para a preparacdo na placa de gel de poliacrilamida foi de acordo com HEUSSEN e
DOWDLE (1980) e as modificacGes feitas por MICHAUD, FAYE e YELLE (1993) para a
papaina (Quadro 2). A placa foi montada com gel de concentracdo (4% - pH 6,8) e gel de
separacdo contendo acrilamida 12% (pH 8,8), de acordo com o Quadro 1.

Quadro 2: Composicao do Gel de Poliacrilamida.

Componentes para 10 mL Gel de separacdo (12%) Gel de concentracdo (4%)
30% de Acrilamida/ | 4,0 mL 1,3 mL

Bisacrilamida (1%)

DDI H,0 3,4 mL 6,1 mL

TRIS 1,5M 2,5mL 2,5mL

10% w/v SDS 0,1 mL 0,1 mL

TEMED 100 mg 100 mg

Persulfato de Amdnio 10% | 100 mg 100 mg

Fonte: ROSSO, 2014.



20

As amostras foram descongeladas e homogeneizada 1mL de cada duplicata, apos foi
misturado ao corante SAMPLE BUFFER (4x), para a producdo dos dois primeiros géis
capacidade de 150uL foram utilizadas as quantidades de 140uL de amostra e 10uL de
corante, sendo em seguida homogeneizada e aplicada ao gel, que teve sua voltagem

configurada para 50A. Sua disposicdo no gel segue como no Quadro 3:

Quadro 3: Identificagdo das amostra para os géis 1 e 2 de poliacrilamida.

1 |2 3 4 5 6 7 8 9 10 |11 (12 |13 |14

Gell |M |D1 |E1 D2 |[E2 |D3 |E3 |Al |A2 |A3 |A4 |A5 |A6 |M

Gel2 |M |Bl1 |B2 |B3 |B4 |B5 |B6 |[C1 [C2 |C3 |[C4 [C5 |C6 |M

Fonte: ROSSO, 2014.

Para a producdo do terceiro gel foi usado cuba de menor capacidade, com proporgdes
de 20pL, sendo 15uL de amostra e 5uL de corante SAMPLE BUFFER (4x), e foram

utilizadas as amostras com tempo de 10 minutos como observado no Quadro 4:

Quadro 4: ldentificagdo das amostra para o gel 3 de poliacrilamida.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Gel 3 M D2 E2 A3 Ad B3 B4 C3 C4 M

Fonte: ROSSO, 2014.

Apbs o término do SDS-PAGE, o gel foi corado em COOMASIE BLUE - 250 em
banho-maria a uma temperatura de 60°C por 30 minutos, e apds a coloracdo foi removido o
excesso em 4gua fervente por 10 minutos, ficando somente as bandas marcadas com

COOMASIE BLUE - 250 que tinham afinidade com entre a proteina e o corante.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Na figura 1 estd demonstrado a andlise eletroforética em gel de poliacrilamida com
SDS, podemos observar o grupo controle formado por 6 amostras, sendo 3 amostras a
temperatura a ambiente (20°C) e com tempos de 5, 10 e 15 minutos e outras 3 amostras com a
mesma variacdo de tempo, e condicionados a temperatura de 65°C. Para a agdo do principio
ativo papaina foram utilizados 3 tipos de concentragdes, a 1%, 2,5% e 5% nas temperaturas e
tempos iguais ao do controle.

A andlise indicou perda de bandas, entre as concentracdes e o controle, significando a
quebra ou destruicdo de uma proteina ou um aglomerado de proteinas, isso pode ser
observado mais efetivamente a 250 KDa, a entorno de 100 KDa, proximo a 50 KDa, assim
como a manutencdo das banda em menor expressdo a 37 KDa e um pouco acima de 25 KDa.

Para a analise dos tempos, observou-se que ndo houve uma variancia significativa
entre os tempos preestabelecidos, significando que a acdo do principio ativo da papaina ja age
nos 5 primeiros minutos da aplicacéo.

A variacdo das concentracfes do principio ativo papaina, indica que gquanto mais

concentrado mais acdo esta ocorrendo na amostra.
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Figura 1 Anélise eletroforética em placa de gel de poliacrilamida com SDS, com M = marcadores moleculares, Controles T.A. 20°C (temperatura ambiente) e 65°C. Concentracao de
Papaina de 0,10%, 0,25% e 0,50%. Tempos de exposi¢do 5', 10" e 15 minutos.

Controte Costrole POION POION POION  POION POIO%N POIO%N PO2SN  POXSN PO2SN POSN POSN POIS% POSON POSON POSON POSON POSON POSON
M TA 65°C TA 65'C TA 65°C TA 65°C TA 65°C TA  65C M KDa TA  65°C TA 65°C TA  65°C TA  65°C TA 65°C TA  65°C M KDa
% A 10 100 18 18 8§ 100 10 18 a8 s s 10 10 15 18 s 5 10 15 s

h B : -

Fonte: LPA, 2014; ROSSO, 2014.
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Na figura 2 foram analisados somente o controle e as concentracfes de Papaina a
temperatura ambiente no tempo de 5 minutos e observou a reducédo de das bandas de alto peso

molecular (de 250 KDa até 50 KDa), indicando a clivagem destas proteinas.

Figura 2 Gel de poliacrilamida, com M = marcadores moleculares, Controles T.A. 20°C (temperatura ambiente).
Concentracéo de Papaina de 0,10%, 0,25% e 0,50%. Tempo de exposi¢do 5 minutos.

|\ Vg | Controle Papaina 0,10% Papaina 0,25% Papaina 0,50%

Fonte: LPA, 2014; ROSSO, 2014.
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Na figura 3 foram analisados somente o controle e as concentracdes de papaina a 65°C
no tempo de 5 minutos e observou que com o cozimento das amostras ja ha um reducdo das
bandas e assim como na temperatura ambiente a reducéo de das bandas de alto peso molecular

(de 250 KDa até 50 KDa), indicando a quebra ou destruicdo destas proteinas.

Figura 3 Gel de poliacrilamida, com M = marcadores moleculares, Controles 65°C. Concentracdo
de Papaina de 0,10%, 0,25% e 0,50%. Tempo de exposi¢do 5 minutos.

Controle Papaina 0,10% Papaina 0,25% Papaina 0,50%

Fonte: LPA, 2014; ROSSO, 2014.
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Na figura 4 foram analisados somente o controle e as concentracdes de papaina a
temperatura ambiente no tempo de 10 minutos e observou que as amostras com concentragéo
de 5% de papaina obtiveram gquebra de quase todas as proteinas com o peso molecular a cima
de 37 KDa.

Figura 4 Gel de poliacrilamida, com M = marcadores moleculares, controle T.A. 20°C
(temperatura ambiente). Concentracdo de Papaina de 0,10%, 0,25% e 0,50%. Tempo de
exposi¢do 10 minutos.

Eontroie Papaina 0,10% Papaina 0,25% Papaina 0,50%

Fonte: LPA, 2014; ROSSO, 2014.
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Na figura 5 o controle e as concentragdes de papaina a temperatura de 65°C e no
tempo de 10 minutos observou-se que a ativagdo do principio ativo esta condicionada a
temperatura 6tima de 65°C, havendo uma quebra ou destruicdo de grande parte das proteinas,
podemos relacionar a concentracdo com a temperatura e indicar o aumento significativo a
ativacdo da papaina.

Figura 5 Gel de poliacrilamida, com M = marcadores moleculares, controle a 65°C. Concentracdo de
Papaina de 0,10%, 0,25% e 0,50%. Tempo de exposi¢do 10 minutos.

N1 ConTEsla Papaina 0,10% Papaina 0,25% Papaina 0,50%

Fonte: LPA, 2014; ROSSO, 2014.
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Na figura 6 o controle e as concentracdes de papaina a temperatura ambiente e no
tempo de 15 minutos nos indica a eliminagdo quase que total das bandas acima de 75 KDa,

ocorrendo uma destruicdo ou separacdo destas proteinas.

Figura 6 Gel de poliacrilamida, com M = marcadores moleculares, controle T.A. 20°C (temperatura
ambiente). Concentracédo de Papaina de 0,10%, 0,25% e 0,50%. Tempo de exposi¢do 15 minutos.

Controle Papaina 0,10% Papaina 0,25% Papaina 0,50%

Fonte: LPA, 2014; ROSSO, 2014.
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Na figura 7 o controle e as concentracdes de papaina a temperatura 65°C e no tempo
de 15 minutos nos indica a eliminacdo quase que total das bandas acima de 37 KDa,

ocorrendo uma destruicdo ou separacdo destas proteinas, indicando que a temperatura 6tima
para a acdo da Papaina sobre o musculo semitendinoso e de 65° C.

Figura 7 Gel de poliacrilamida, com M = marcadores moleculares, controle a temperatura de 65°C.
Concentracéo de Papaina de 0,10%, 0,25% e 0,50%. Tempo de exposi¢do 15 minutos

n

Controle Papaina 0,10%

Papaina 0,25%
|

Papaina 0,50%

Fonte: LPA, 2014; ROSSO, 2014.
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Na figura 8 demonstra a anélise eletroforética em placa de poliacrilamida com SDS,
aonde podemos ver o grupo controle formado por 2 amostras, sendo uma amostra a
temperatura ambiente e com tempos de 5, 10 e 15 minutos e outras mostra com a mesma
variacdo de tempo, e condicionados a temperatura de 65°C. Para a acdo do principio ativo
papaina foram utilizados 3 tipos de concentrages, a 0,10%, 0,25% e 0,50% nas temperaturas
e tempos iguais ao do controle.

Neste gel, a banda indicada no controle a 65°C com peso molecular de 250 KDa, se
degrada ou quebra suas ligacdes nas concentracdes de papaina testadas no experimento, assim
como uma banda a 50 KDa, ao contrario podemos ver a manutencdo de 8 banda entre o peso
molecular 25 e 75 KDa, indicando que a Papaina ndo age sobre essas proteinas.

Figura 8 Analise eletroforética em placa de gel de poliacrilamida com SDS, com M = marcadores moleculares, Controles
T.A. 20°C (temperatura ambiente) e 65°C. Concentracdo de Papaina de 0,10%, 0,25% e 0,50%. Tempo de exposicdo 10
minutos.

Controle Controle Papaina0,10% Papaina0,10% Papaina 0,25% Papaina 0,25% Papaina 0,50% Papaina 0,50%
KDa ™M T.A. 65°C TA. 65°C T.A. 65°C TA. 65°C M KDa
10' 10' 10' 10' 10' 5 10' 10'

250
150 250
150
100
100

75
75

37 37

25

20 20

Fonte: LPA, 2014; ROSSO, 2014.
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Na figura 9 o controle e as concentracdes de papaina a temperatura ambiente e no
tempo de 10 minutos observou-se a reducdo no tamanho das bandas das concentracGes em

relacdo ao controle. Além da eliminacdo da banda de 250 KDa nas concentracdes de 0,10%,
0,25% e 0,50% .

Figura 9 Gel de poliacrilamida, com M = marcadores moleculares, controle T.A. 20°C (temperatura
ambiente). Concentracdo de Papaina de 0,10%, 0,25% e 0,50%. Tempo de exposi¢do 10 minutos.

Controle papaina 0,10% Papaina 0,25% Papaina 0,50%
KDa T.A. T.A. T.A. T.A.

10' 10' !
250

150

100

75

50

37

25

20

Fonte: LPA, 2014; ROSSO, 2014.
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Na figura 10 o controle e as concentracdes de papaina a 65°C e no tempo de 10
minutos observou-se a existéncia de 14 bandas no controle, 12 bandas na amostra de 0,10%
de Papaina, 12 bandas na amostra de 0,25% com melhor expressao do que a de 1% e 8 bandas
com a concentracdo de 0,50% de papaina. Indicando a relacdo de concentracdo e acdo do

principio ativo na amostra.

Figura 10 Gel de poliacrilamida, com M = marcadores moleculares, controle a temperatura de
65°C. Concentragdo de papaina de 0,10%, 0,25% e 0,50%. Tempo de exposi¢do 10 minutos.

Controle Papaina 0,10% Papaina 0,25% Papaina 0,50%
KDa M 65° 65° 65“ 65°

250
150
100
75
50
37
25
20

Fonte: LPA, 2014; ROSSO, 2014.
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Estes resultados vao ao encontro com os encontrados por KIMMEL et. al. (1954) que
para a acdo catalitica da papaina ser ativada € necessario de um grupo sulfidrila livre e um
agente externo como exemplo o aumento da temperatura.

SASMITO et. al. (1982) relatam que a papaina age na degradacdo hidrolitica das
proteinas e assim como na degradando o colageno das fibras, indo ao encontro dos resultados
como demonstrado na perda de banda no gel de poliacrilamida de maior peso molecular.

Podemos indicar ZHUANG (1991) que descreve a papaina como uma estrutura
estabilizada por possuir ligacbes de dissolfeto, uma vez que essas ligaces sdo destruidas ha
uma reducdo na ativacao bioldgica, catalitica e imunoldgica da enzima podendo assim ter sua

quebra.
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4 CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados demonstrados atraves da andlise eletroforética em gel de poliacrilamida
com SDS indica que a papaina pode ser utilizada para quebra ou degradacdo de alguns tipos
de proteinas e se relacionarmos com a maciez da carne, podemos resaltar que através do
principio ativo da papaina conseguimos romper ligagdes peptidicas envolvendo aminoécidos
basicos e assim possibilitando a atividade proteolitica na amostra.

Concluimos que o principio ativo da Papaina sobre o musculo semitendinoso de Bos
taurus taurus tem sua acdo efetivada a temperatura de 65°C, e na concentracdo de 5%, e no

fator tempo ndo houve um diferenca significativa entre os resultados encontrados.
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