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RESUMO

A fenilcetonuria (PKU) € uma desordem metabdlica congénita na qual os individuos
nao tratados ainda nos primeiros meses de vida desenvolvem retardo mental
irreversivel, sendo o leite proibido na alimentacdo destes pacientes. Visando o
desenvolvimento de leite com teor reduzido de Phe, para ser utilizado por pacientes
fenilcetonuricos, foram testadas 32 condi¢cdes de hidrolise enzimatica das proteinas,
empregando-se, separadamente, uma protease do Aspergillus sojae e uma subtilisina,
como também, alguns pardmetros de remocédo de Phe, usando o carvdo ativado (CA)
como meio adsorvente. Foram avaliados os efeitos do tempo e da temperatura de
reacdo, assim como da relacdo enzima:substrato (E:S) e da relacdo proteina:CA,
visando a reducdo dos custos e a adaptacdo do processo em larga escala. Apos
passagem do leite contendo proteinas hidrolisadas por coluna de CA, a Phe foi dosada
por espectrofotometria derivada segunda (EDS). Desta forma, empregando-se a
protease do A. sojae, 0 melhor resultado foi obtido ao se utilizar o tempo de reacéo de
3h, a temperatura de 50 °C, a relacdo E:S de 4:100 e a relacéo proteina:CA de 1:22,
tendo atingido 64,6% de remocao e o teor final de Phe de 54,2mg de Phe/100 ml de
leite. Ja& para a subtilisina, os parametros estudados que levaram ao maior teor de
remocado de Phe foram quase todos os mesmos observados para a protease do A.
sojae, exceto o tempo de reacéo, que foi de 5h, obtendo-se 75,9% de remocdao, o que
equivale a um teor final de 36,9mg de Phe/100 ml. Conclui-se, portanto, que as duas
enzimas testadas, assim como as condi¢cbes avaliadas, foram eficientes na obtencao
de leite com teor reduzido de Phe, situando-se abaixo do limite méximo permitido pela

legislacdo brasileira.

Palavras-chave : leite; proteinas, enzimas, hidrélise, fenilalanina; fenilcetonuria.
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ABSTRACT

PROTEIN HYDROLYSIS AND PHENYLALANINE REMOVAL AIMING THE
PREPARATION OF MILK FOR PHENYLKETONURICS PATIENTS: USE OF A
PROTEASE FROM Aspergillus sojae AND A SUBTILISIN. Phenylketonuria (PKU) is
a metabolic disease in which the untreated patients can show irreversible mental
retardation, and the use of milk by phenylketonuric’s patients is forbidden . Aiming the
development of milk with reduced Phe content to be used by phenylketonuric’s patients
with no restriction, 32 conditions of enzymatic hydrolysis were tested employing,
separately, a protease from Aspergillus sojae and a subtilisin, as well as some
parameters of Phe removal were also evaluated, employing activated carbon (AC) as
adsorbent support. The effects of reaction time and temperature, as well as of the
enzyme:substrate ratio (E:S) and protein:activated carbon ratio were evaluated, aiming
cost reduction and adjustment of the process for the scaling-up. After passing the milk
containing hydrolyzed proteins through an AC column, the Phe content was evaluated
by second derivative spectrophotometry (SDS). Thus, using the protease from A. sojae,
the best result was obtained by using a reaction time of 3h, a temperature of 50 °C, an
E:S ratio of 4:100 and a protein:AC ratio of 1:22, reaching 64.6% of Phe removal and a
final content of 54.2mg/100 ml of milk. For subtilisin, the studied parameters that led to
the highest Phe removal were almost the same as those observed for the A. sojae
protease, except for the reaction time, which was 5h, obtaining 75.9% of removal which
corresponds to a final Phe content of 36.9mg /100 ml. It can be inferred that both tested
enzymes and the evaluated conditions showed to be efficient in obtaining milk with
reduced Phe content, which is bellow the maximum limit stated by the Brazilian

legislation.

Key words: milk, proteins, enzymes, hydrolysis, phenylalanine, phenylketonuria.
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INTRODUCAO

Pacientes com fenilcetondria (PKU) ndo séo capazes de converter a fenilalanina
(Phe) em tirosina (Tyr) devido a uma deficiéncia ou auséncia da atividade da enzima
fenilalanina hidroxilase no figado. Se ndo tratada, a PKU leva a concentracdes
elevadas de Phe e de seus metabdlitos, no sangue e nos tecidos, podendo resultar em
retardo mental grave e irreversivel, além de epilepsia e desordens comportamentais
(STARLING et al., 1999; VAN RIJN et al., 2007). O tratamento consiste na restricdo da
ingestdo de Phe, através da reducao drastica do consumo de proteinas naturais e da
complementacédo da dieta com misturas de amino4cidos isentas de Phe. No entanto,
tais formulagbes sdo importadas e de elevado custo, além de resultarem em uma dieta
monotona, pouco atrativa e de dificil adesdo (MIRA & MARQUEZ, 2000; VAN RIJN et
al., 2007).

Como alternativa, pode-se incorporar a dieta dos fenilcetonuricos alimentos cuja
fenilalanina foi, total ou parcialmente, removida, ampliando, assim, a oferta de produtos
alimenticios para os pacientes, que devem suportar, diariamente, uma alimentacao
altamente restrita (MIRA & MARQUEZ, 2000, KANUFRE et al, 2001; CABRERA-
PADILLA et al., 2009).

O leite constitui uma das principais fontes de proteinas da alimentacdo humana,
sendo que o0 mais consumido € o leite de vaca. Apresenta, ainda, importantes teores de
carboidratos, gorduras, vitaminas e minerais, indispensaveis ao bom funcionamento do
organismo (SGARBIERI et al.,1996; ORNELLAS, 2001). No entanto, considerando que
a incorporacao do leite na dieta dos fenilcetonuricos € proibida, é de grande interesse o
desenvolvimento deste alimento com teores reduzidos de Phe, para que possa ser
utilizado por estes pacientes.

Para a obtencgéo de leite com teor reduzido de Phe séo necessarias duas etapas
principais: a liberacdo da Phe por hidrélise quimica ou enzimatica, e sua remocéao por
um meio adsorvente. A hidrélise enzimatica apresenta uma série de vantagens sobre a
hidrolise quimica, sendo que o tratamento enzimatico vem sendo empregado no
mesmo laboratério do presente trabalho, apresentando resultados bastante favoraveis
para a remocao de Phe de diversas matérias-primas (LOPES et al., 2004, 2006, 2008;
DE MARCO et al., 2005; SOARES et al., 2006; CAPOBIANGO et al., 2007; SILVA et
al., 2007; SILVESTRE et al., 2009; LOPES Jr., 2008)
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Ressalta-se, ainda, que o tratamento enzimatico do alimento, com proteases,
leva a obtencdo de proteinas hidrolisadas que apresentam uma seérie de vantagens
sobre as misturas sintéticas de aminoéacidos livres, tais como melhor toleréncia, sabor e
odor mais agradaveis, menor osmolaridade e melhor absorcéo, além de possuirem
menor custo (MIRA & MARQUEZ, 2000; BIZZOTO et al, 2006a,b; CAPOBIANGO et al,
2006).

No que se refere a etapa de remocao, vale a pena salientar que o carvao ativado
(CA) foi, anteriormente, utilizado com eficiéncia por este mesmo grupo de pesquisa
para remover a Phe de leite em pd desnatado (LOPES et al., 2006 e SOARES et al.,
2006), soro de leite (DE MARCO, et al., 2005; DELVIVO et al 2006; SILVA et al., 2007),
fubd de milho (CAPOBIANGO et al., 2007), arroz em grdos (LOPES et al., 2008),
farinha de arroz (SILVESTRE et al., 2009) e feijao (LOPES Jr., 2008).

A avaliacdo da eficiencia da remocdo de Phe € realizada por meio da
determinacao do teor de Phe, na matéria-prima e em suas proteinas hidrolisadas apés
o tratamento com CA. Diversos métodos sdo empregados para a quantificacdo da Phe,
sendo que a Espectrofotometria Derivada Segunda (EDS) tem demonstrado ser uma
técnica rapida, util e confiavel (GRANT & BHATTACHARYYA, 1985; ROJAS et al.,
1988). Esta técnica foi, previamente, utilizada pelo mesmo grupo de pesquisa do
presente trabalho, tendo sido eficiente para avaliar a remocdo de Phe dos diversos

alimentos citados acima.
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OBJETIVOS

OBJETIVO GERAL

Obter um leite com teor reduzido de fenilalanina, para ser utilizado na

alimentacao de pacientes fenilcetonuricos.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

» Realizar a determinacdo da composi¢cao quimica do leite integral;

» Testar varias condi¢cdes de hidrélise protéica, empregando-se a protease do
Aspergillus sojae (Capitulo 1) e do Bacillus subtilis (Capitulo Il);

* Avaliar o efeito de diversos parametros de hidrélise, como tempo e temperatura
de reacgao e relagao enzima:substrato, sobre a remogé&o de fenilalanina;

« Remover a fenilalanina do leite, empregando o carvdo ativado como meio
adsorvente;

* Avaliar o efeito da relacdo proteina:carvao ativado sobre a remocdo de
fenilalanina;

* Comparar os resultados obtidos com as duas proteases.
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REVISAO DE LITERATURA

1 HIPERFENILALANINEMIAS

As hiperfenilalaninemias (HPAs), nome genérico dado a elevados niveis de
fenilalanina (Phe) no sangue, sdo as mais comuns desordens do metabolismo de
aminoécidos (TRAHMS, 2002; MARCO & WAITZBERG, 2004; MIRA & MARQUEZ,
2000). O sistema de hidroxilacdo da Phe é extremamente complexo, no qual varias
enzimas e coenzimas atuam coordenadamente. Segundo STRYER, (1998) os
componentes principais deste sistema sao a fenilalanina hidroxilase, a diidrobiopterina
redutase e o cofator, tetrahidrobiopterina (BH,).

As HPAs tém carater autossdmico recessivo e podem resultar de defeitos nos
genes que codificam alguma dessas enzimas: a fenilalanina hidroxilase ou a
diidrobiopterina redutase. Assim, a conversdo da Phe em tirosina (Tyr) se torna
ineficiente, levando a um acumulo de Phe no organismo (SCRIVER et al., 1997; MIRA
& MARQUEZ, 2000; MARCO & WAITZBERG, 2004; STRYER, 1988).

O aumento da concentracdo de Phe no sangue ativa a via de transaminacgéo da
Phe, levando a formacéo de fenilpiruvato e outros metabdlitos, que séo rapidamente
excretados na urina. Aléem disso, ocorre uma elevacdo na concentracdo de Phe no
liquor, provavelmente por um mecanismo de competicdo do aminoacido com a glicose
para ultrapassar a barreira hematoencefalica, favorecendo lesdo neuronal (BURTIS &
ASHWOOD, 1996).

A incapacidade de metabolizar a Phe leva a uma diminuicdo nos niveis
plasmaticos de tirosina e, consequentemente, a reducdo dos neurotransmissores
formados a partir deste aminoacido, como dopamina, epinefrina e norepinefrina, o que
pode levar ao retardo mental, manifestacéo clinica mais severa da doenca. A producao
de melanina também é afetada, podendo ocorrer clareamento da pigmentacao da pele,
cabelo e olhos (BURTIS & ASHWOOD, 1996; MIRA & MARQUEZ, 2000).

Podem ser encontrados diferentes tipos de hiperfenilalaninemias, de acordo com
0 erro metabdlico envolvido, formando um grupo heterogéneo de doencgas, incluindo a
fenilcetonuria (PKU) classica, PKU leve e variacbes de hiperfenilalaninemias, como a
HPA transitoria e a PKU atipica (MIRA & MARQUEZ, 2000; SANTOS et al., 2003).
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A PKU atipica € uma desordem que ocorre devido a erros no metabolismo da
coenzima tetrahidrobiopterina (BH4), cofator essencial na hidroxilagdo de Phe,
aumentando indiretamente os niveis de Phe sanguinea. A BH, é também requerida
pela tirosina hidroxilase e triptofano hidroxilase, enzimas que catalisam reacfes que
precedem a sintese de neurotransmissores como a serotonina e as catecolaminas
(dopamina) (MIRA & MARQUEZ, 2000).

Essa variante faz com que uma pequena parcela de pacientes com deficiéncia
da coenzima tetrahidrobiopterina redutase ou sintetase seja diagnosticada
incorretamente com PKU classica e submetida ao tratamento baseado nos niveis de
Phe sanguineos. Varios grupos de pesquisadores relatam que o tratamento
inadequado faz com que o quadro neurolégico e de retardo mental desses pacientes
persista, ou mesmo se agrave, pois a dieta restrita em Phe néo reverte os efeitos
causados no sistema nervoso central pela deficiéncia dos neurotransmissores (MIRA &
MARQUEZ, 2000).

O tratamento da PKU atipica consiste na administracdo simultanea de BH,4, 5-
hidroxitriptofano, L-dopa e inibidor de Dopa carboxilase, que entdo permitem a
penetracdo da BH4; no sistema nervoso central e a correcdo da biossintese dos
neurotransmissores (MIRA & MARQUEZ, 2000).

1.1 Consideracdes Histoéricas

O primeiro relato referente as hiperfenilalaninemias se deu em 1934, quando
Folling, um médico e bioquimico noruegués, identificou o &cido fenilpiravico na urina de
dois irmdos institucionalizados com retardo mental e que apresentavam odor
caracteristico na urina. Posteriormente, descobriu que 1% da populacao internada na
mesma instituicdo que os irmdos também excretavam o acido fenilpirdvico. Em 1935,
Penrose caracterizou a doengca como sendo geneticamente transmissivel de natureza
autossdmica recessiva, nomeando-a Fenilcetonuria. Jervis, em 1947, identificou o
defeito metabdlico na hidroxilagcdo da fenilalanina em tirosina no tecido hepatico de um
paciente afetado (MARTINS et al., 1993; TRAHMS, 2002).

As primeiras tentativas de dietoterapia na fenilcetondria datam de 1953 em uma
crianca de dois anos de idade na qual, apés duas semanas de tratamento,
desapareceu o cheiro caracteristico na urina, normalizaram-se 0s niveis sanguineos e
urinarios de Phe e melhorou o desenvolvimento neuro-psicomotor. Apds dez meses de

tratamento foram introduzidas cinco gramas de L-fenilalanina na dieta da crianga, que
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passadas seis horas da administracdo, respondeu com intensa agitacdo, e apos 24
horas, esta ndo mais conseguia engatinhar (MARTINS et al., 1993; TRAHMS, 2002). Ja
em meados dos anos 60, formulas semi-sintéticas restritas em Phe tornam-se
comercialmente disponiveis (TRAHMS, 2002).

A partir destas observagfes surgiram esforcos no intuito de desenvolver um
método diagndstico para detectar a doenga em recém nascidos, a fim de que fosse
introduzido o tratamento antes dos primeiros sinais clinicos. Guthrie & Susi
apresentaram, em 1963, o método de determinacdo de Phe através da inibicdo do
crescimento do Bacillus subtilis, ou seja, quanto maior a concentracdo de Phe, maior o
halo de inibicdo. Atualmente, nos testes de triagem neonatal s&o utilizados tanto o
método de Guthrie & Susi como os métodos fluorométricos de dosagem de Phe
(MARTINS et al.,, 1993). Assim, entre os anos de 1965 e 1970, os Estados Unidos
adotaram programas de triagem neonatal para detectar a fenilcetonuria (TRAHMS,
2002).

No Brasil, a Programa Nacional de Triagem Neonatal (PNTN) foi instituido em
2001 pelo Ministério da Saude e prevé a triagem com deteccdo de casos suspeitos,
confirmacédo diagnostica, acompanhamento e tratamento de pacientes de casos
identificados com fenilcetondria, hipotireoidismo congénito, doencas falciformes e
outras hemoglobinopatias e fibrose cistica (BRASIL, 2001).

Ja4, em Minas Gerais, 0 programa de triagem neonatal foi implantado em
setembro de 1993, fruto de uma parceria entre a Secretaria de Estado da Saude e a
Faculdade de Medicina da UFMG, através do NUPAD — Nucleo de Acdes e Pesquisa
em Apoio Diagndstico, que foi credenciado pelo Ministério da Saude como servi¢o de
referéncia em triagem neonatal no estado (STARLING et al., 1999; NUPAD, 2008)

Em Minas Gerais, a Triagem Neonatal, conhecida como Teste do Pezinho, é
realizada no quinto dia de vida, e atinge 100% dos municipios mineiros, contemplando
aproximadamente 96% dos nascidos vivos do estado. Este programa garante
tratamento e acompanhamento médico gratuitos e o fornecimento de medicamentos e
dieta especiais (AGUIAR, 2004; NUPAD, 2008).

1.2 Classificacao
Existem controvérsias quanto a nomenclatura utilizada para caracterizar as

diferentes condigbes associadas a altas concentragcbes de Phe sanguineas. No
entanto, a classificacdo mais utilizada atualmente € apresentada na Tabela 1.



21

Sabendo-se que a concentracdo normal de Phe no sangue esta usualmente entre 50 e
120 umol/L, as diferentes formas de PKU sé&o classificadas de acordo com o nivel de
Phe apresentado no teste de sobrecarga, que é realizado aos seis meses de idade
(STARLING et al., 1999; HEDRIKSZ & WALTER, 2004; KANUFRE, 2006).

Tabela 1: Classificacdo das diferentes formas de hi  perfenilalaninemias de acordo

com o nivel sanguineo de fenilalanina, apresentado no teste de sobrecarga

Nivel de fenilalanina Classificacao
Menor que 240 umol/L Hiperfenilalaninemia transitoria
Entre 240 pmol/L e 600 pumol/L Hiperfenilalaninemia ndo PKU
Entre 600 pmol/L e 1200 pmol/L PKU leve
Acima de 1200 pmol/L PKU Cléassica

Fonte: STARLING et al., 1999; KANUFRE, 2006.

1.3 Fenilcetondria

A Fenilcetondria é uma desordem autossomal recessiva, causada pela
deficiéncia ou auséncia da atividade da enzima fenilalanina hidroxilase (PAH),
resultando em reducdo ou auséncia da conversao da Phe em tirosina, e
consequentemente, no aumento na producdo de metabdlitos, tais como, fenilactato,
piruvato, ortohidroxi-fenilacetato e feniletilamina (RAMASWAMI & SMITH, 1997,
STARLING et al., 1999; MIRA & MARQUEZ, 2000).

A Figura 1 apresenta a via de hidroxilacdo da fenilalanina que € um passo
obrigatorio e limitante na via catabolica que leva a completa oxidacao da fenilalanina a
CO; e a agua.

O acumulo desses metabdlitos anormais e de Phe no plasma podem ocasionar
graves consequéncias no sistema nervoso central, ainda durante a infancia, assim
como falhas no andar ou falar, tremor, microcefalia, falhas no crescimento e retardo
mental, progressivo e irreversivel (STARLING et al., 1999; MIRA & MARQUEZ, 2000).
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Figura 1: Via de hidroxilacdo da fenilalanina  (HEDRIKSZ & WALTER, 2004).

Segundo MARCO & WAITZBERG (2004), um paciente pode perder, em média,
cinco unidades de Quociente de Inteligéncia (QI) a cada 10 semanas de atraso no
tratamento. Eles apresentam uma grave dificuldade de aprendizado e epilepsia,
entretanto, o efeito prejudicial no QI torna-se progressivamente menor com o aumento
de idade, e € minimo apds os 12-14 anos de idade (BEASLEY et al., 1994; HEDRIKSZ
& WALTER, 2004).

Outra manifestacéo clinica da doenca € a deficiéncia na pigmentacao (cabelos e
peles claras) devido a inibicdo completa da hidroxilagdo da tirosina pela tirosinase
(primeira etapa na formacéo de melanina) (MIRA & MARQUEZ, 2000).

Dentro do grupo de erros inatos do metabolismo de aminoacidos a fenilcetonudria
€ a manifestagéo clinica mais encontrada (MIRA & MARQUEZ, 2000). A PKU acomete
aproximadamente 1:8.000 recém-nascidos na Europa Ocidental, em média 1:10.000
nos Estados Unidos, mas € muito mais rara em japoneses e quase desconhecida em
africanos. Ja no Brasil, a incidéncia € de uma crianca fenilcetonurica a cada 15.000
recém-nascidos, indicando a existéncia de variacbes de prevaléncia de acordo com a
regido geografica (RAMASWAMI & SMITH, 1997; HEDRIKSZ & WALTER., 2004;
MARCO & WAITZBERG, 2004).

MONTEIRO & CANDIDO (2006) realizaram uma pesquisa em 12 estados
brasileiros e identificaram 1.225 casos. Admite-se que possam existir mais casos de

fenilcetonuria no Pais, muitos ainda desconhecidos e sem tratamento, principalmente
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em individuos com idade superior a 15 anos, 0s quais estariam com suas func¢des
neurolégicas comprometidas.

Considerando-se as informacfes divulgadas pelos oOrgaos oficiais e
comparando-as com os resultados obtidos na pesquisa com 0s centros de tratamento
para fenilcetonudria, somados a inexisténcia de controles de algumas regiées e ao
pouco tempo da obrigatoriedade do teste para a deteccdo da doenca, conclui-se que
nao se tem conhecimento de todos os casos brasileiros, principalmente daqueles com
mais de 15 anos de idade (MONTEIRO & CANDIDO, 2006).

Estudo desenvolvido na Universidade Federal de Minas Gerais demonstrou que
a incidéncia de Fenilcetonuria em Minas Gerais é 1:21.175 nascidos vivos (MARTINS,
2005).

1.4 Diagnéstico

Os niveis de Phe sanguinea sdo normais ao nascimento em criangas portadoras
de PKU, no entanto esses niveis aumentam rapidamente a partir dos primeiros dias de
vida. Porém a crianca € aparentemente normal durante os primeiros meses, sendo que
0s sinais de atraso no desenvolvimento aparecem apenas por volta do terceiro ou
quarto més. As criangas tornam-se inquietas, irritadas e podem apresentar convulsoes,
além de outros sintomas. Assim faz-se necessaria a realizacdo de exames em todos 0s
recém-nascidos, preferencialmente entre o terceiro e 0 sétimo dia de vida,
independentemente da histéria de prematuridade, alimentacdo recebida, uso de
medicamentos ou internacdo hospitalar (MIRA & MARQUEZ, 2000; SOUZA et al.,
2002; HEDRIKSZ & WALTER, 2004).

Os métodos de dosagem de Phe no sangue capilar de recém-nascidos séo
bastante confidveis e sensiveis. A analise da enzima fenilalanina hidroxilase néo é
necessaria, jA que o procedimento requerido é muito invasivo, pois deve ser realizada
uma bidpsia de tecidos hepaticos (HEDRIKSZ & WALTER, 2004).

Em Minas Gerais, a conduta diagnostica baseia-se na triagem neonatal, em que
recém-nascidos com exames suspeitos para fenilcetondria (= 240 pmol/L) sao
encaminhados ao Ambulatério de Fenilcetonuria do Hospital das Clinicas da UFMG
para esclarecimento diagnostico e tratamento, se necessario. Recém-nascidos com
niveis sanguineos de Phe = 600 umol/L no dia da primeira consulta, sdo imediatamente
tratatos (STARLING et al., 1999).
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Aos seis meses de idade, é realizada a confirmacao diagnéstica, pelo teste de
sobrecarga de Phe, que consiste na ingestdo normal de Phe, calculada em
180mg/Kg/dia, durante trés dias seguidos. De acordo com o resultado, confirma-se o
diagnoéstico e classifica-se a PKU em leve (entre 600 e 1200 pmol/L) ou classica
(>1200 umol/L). Pode, ainda, haver resultados entre 240 e 600 umol/L, que permitem o
diagnéstico de hiperfenilalaninemia ndo-PKU e resultados de Phe <240 pmolilL,
diagnosticados como hiperfenilalaninemia transitoria, que ocorrem com frequéncia
muito baixa (STARLING et al., 1999; KANUFRE, 2006).

As metodologias laboratoriais utilizadas na triagem e no diagnéstico da PKU séo
variaveis de um local para o outro. Os métodos qualitativos, ou semi-quantitativos, séo:
o Teste de Guthrie, em que um pequeno disco de papel contendo excesso de Phe
provoca a inibicdo do crescimento da bactéria Bacillus subtilis em um meio de cultura; e
a cromatografia de aminoacidos em camada delgada, que permite identificar, aléem do
aumento de Phe, o aumento de outros aminoacidos, e assim detectar outros disturbios
metabdlicos. Os métodos quantitativos sdo a analise fluorimétrica, a espectrometria de
massa e métodos enzimaticos. As principais vantagens dos métodos qualitativos séo o
baixo custo e a facilidade de realizacdo, enquanto que 0s quantitativos sdo mais
sensiveis e especificos, ou seja, produzem menos casos falso-positivos e falso-
negativos (MIRA & MARQUEZ, 2000; SOUZA et al., 2002).

1.5 Tratamento

Assim que for diagnosticada a PKU, os pacientes devem ser tratados e
acompanhados periodicamente, em centros especializados em desordens metabdlicas.
Em Minas Gerais, 0 NUPAD — Nucleo de Pesquisa em Apoio Diagnostico da Faculdade
de Medicina da UFMG, coordena todas as acfes de tratamento dos pacientes. Assim,
0S pacientes com suspeita ou diagnéstico de fenilcetonuria sdo acompanhados pelo
pediatra, mensalmente no primeiro ano, a cada dois meses no segundo ano, e
semestralmente apos os dois anos de idade (STARLING et al., 1999).

O tratamento da PKU é basicamente dietético, e consiste na redu¢éo dos niveis
plasmaticos elevados de Phe para concentragdes consideradas nao lesivas ao sistema
nervoso, de acordo com a faixa etaria do paciente. Em geral, estes limites sdo, no
minimo, duas vezes superiores aos encontrados em individuos normais, e permitem a
manutencdo de uma dieta menos restrita em Phe (STARLING et al.,, 1999; MIRA &
MARQUEZ, 2000; HEDRIKSZ & WALTER, 2004; MARCO & WAITZBERG, 2004).
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A intencdo da dieta pobre em Phe é fornecer ao organismo apenas as
guantidades imprescindiveis do aminoacido, de acordo com a idade e 0s niveis
sanguineos de Phe, para a sintese de proteinas, regeneracao e crescimento normal da
crianca (MIRA & MARQUEZ, 2000).

Isto € alcancado por meio de uma restricdo severa a proteinas naturais, ja que a
maioria das criangas com fenilcetonuria pode tolerar menos do que 500 mg de
fenilalanina em 24 h. Isso gera a necessidade da utilizacdo de uma outra fonte artificial
de aminoacidos essenciais e ndo essenciais, e/ou na producéo e disponibilizacdo de
alimentos adequados a esses pacientes (HEDRIKSZ & WALTER, 2004).

A necessidade do controle da dieta e dos niveis de Phe é bem estabelecida na
infancia. A interrupcdo prematura do tratamento pde em risco as fungdes cognitiva e
emocional, incluindo a perda progressiva do QI, dificuldade de aprendizado, disturbios
de atencédo e comportamentais (MIRA & MARQUEZ, 2000; MARCO & WAITZBERG,
2004).

2 RECOMENDACOES NUTRICIONAIS PARA FENILCETONURICOS

No primeiro ano de vida, as necessidades de Phe séo relativamente altas devido
ao rapido crescimento da crianca, uma vez que 50% da fenilalanina ingerida por uma
criangca normal de um ano de idade é utilizada para sintese protéica (MIRA &
MARQUEZ, 2000). Assim, o aleitamento materno pode ser encorajado, utilizando-se
formulas isentas de Phe, seguidas de quantidades especificas de leite materno, de
acordo com os niveis sanguineos de Phe, a fim de garantir quantidades suficientes do
aminoacido para promover o crescimento ideal das criancas (HEDRIKSZ & WALTER,
2004).

O leite materno é rico em acidos graxos poliinsaturados de cadeia longa
(LCPUFASs), importantes no desenvolvimento neuronal. Pesquisas tém demonstrado
pequenas reducbes na funcdo visual e no desenvolvimento neuroldégico em criangas
fenilcetonuricas que ndo receberam alimentos fontes de LCPUFAs no primeiro ano de
vida. Atualmente, férmulas comerciais estdo sendo acrescidas de LCPUFAs em sua
composicdo, mas o0s resultados a longo prazo ainda estdo sendo investigados
(HEDRIKSZ & WALTER, 2004).

A elevacdo sérica de Phe pode ser atribuida a ingestdo do aminoacido em

quantidades além das necessidades para o crescimento, ou ingestdo de dieta aguém
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das necessidades diarias, estimulando o catabolismo muscular para atingir, por meio
da neoglicogénese, a energia necessaria (MARCO & WAITZBERG, 2004).

A fenilalanina prescrita na dieta varia de acordo com 0s niveis séricos deste
aminoéacido e, por isso, sdo monitorados frequentemente. A quantidade de calorias e
de liqguidos é a mesma recomendada para individuos normais. Em relagdo aos
micronutrientes, excec¢do feita para ferro e zinco, ndo ha diferenca em relagdo as
recomendacdes feitas para criancas sem fenilcetonaria. A dieta do fenilcetonurico &
muito pobre em ferro com boa disponibilidade, e sua absorcédo pode estar alterada pela
relagdo com outros micronutrientes na luz intestinal. Assim, recomenda-se a
suplementacdo de ferro elemento, na dose de 1 a 2mg/kg/dia durante o tratamento
(KANUFRE et al., 2001)

FISBERG et al. (1999) realizaram um estudo sobre a ingestdo alimentar de
criancas com PKU e observaram que estas apresentavam consumo de proteinas
dentro da normalidade. No entanto, as calorias, célcio, ferro, zinco e cobre estavam
abaixo do que é recomendado, enfatizando-se a importancia da vigilancia nutricional de
pacientes fenilcetonuricos.

O planejamento dietético da PKU consiste em prescricdo dietética com baixa
guantidade de Phe, geralmente associadas a formulas industrializadas isentas de Phe.
A formula para PKU é associada com férmula lactea para prover proteinas de alto valor
bioldgico, promovendo o crescimento adequado da crianca. Os outros alimentos sao
introduzidos de acordo com a idade da crianca e sempre controlando a ingestéo total
de Phe (MARCO & WAITZBERG, 2004).

Os alimentos permitidos na alimentacdo dos fenilcetonuricos sdo, na sua
maioria, 0s que devemos restringir na dieta de criangas normais. Dentre estes, alguns
devem ser estimulados, tais como: balas, pirulitos, sorvetes de frutas, sucos artificiais,
refrigerantes, farinaceos oriundos da mandioca, e temperos, como vinagre, mostarda e
pimenta. Considerando, que a oferta calérica adequada é fator essencial ao controle
dos niveis séricos de Phe, esta recomendacdo torna-se necessaria (ACOSTA &
YANNICELLI , 1997; MARCO & WAITZBERG, 2004).

Os alimentos com médios teores de Phe devem ser fornecidos na dieta, pois sao
importantes para assegurar a saciedade e a oferta cal6rica adequada, evitando assim,
possiveis transgressdes. As quantidades destes alimentos sdo determinadas pela
idade, tolerancia individual e pelos niveis séricos apresentados periodicamente. Como
exemplos destes alimentos temos: massas: (macarrdo sem ovos), arroz, angu, farofa,

raizes e tubérculos (batata inglesa, batata doce, batata baroa, mandioca, cara,
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inhame), legumes (abdbora, abobrinha, berinjela, beterraba, brocolis, cenoura, chuchu,
couve-flor, jil6, quiabo, repolho, vagem), folhosos e outros vegetais (acelga, alface,
almeirdo, couve, agrido, mostarda, pimentdo, tomate, pepino, cebola), aléem de frutas
em geral (ACOSTA & YANNICELLI, 1997; MARCO & WAITZBERG, 2004).

Os alimentos com altos teores de Phe n&o sdo permitidos em nenhuma
circunstancia, uma vez que até pequenas quantidades dos mesmos podem provocar
alteracdes drasticas nos niveis seéricos de Phe, além de predispor o paciente
fenilcetonurico a repetir este comportamento, transgredindo sua dieta. Dentre esses
alimentos estdo as carnes e derivados de qualquer tipo, as leguminosas (feijoes,
ervilhas, soja, grédo de bico, lentilha), leite e derivados, assim como ovos, nozes,
salgadinhos em pacotes, gelatinas, bolos, salgados, farinha de trigo, paes em geral,
pdo de queijo, biscoitos (ACOSTA & YANNICELLI, 1997; MARCO & WAITZBERG,
2004).

Produtos alimenticios, contendo adocgantes artificiais a base de aspartame, ndo
devem ser utilizados na dieta, uma vez que o aspartame é um dipeptideo do éster
metilico de Phe e aspartato (MARCO & WAITZBERG, 2004).

2.1 Substitutos protéicos

Em pacientes com PKU € necessario o uso de substitutos protéicos sintéticos
para fornecer a quantidade diaria de proteina, necessaria ao crescimento e
desenvolvimento adequados, e para controlar os niveis séricos de Phe. Estes
substitutos podem ser divididos em dois grupos: misturas de L-aminoacidos e proteinas
hidrolisadas com baixo teor de Phe (MILUPA, 1995; CLEMENTE, 2000; SANTOS et al.,
2003). Entretanto, no Brasil, apenas a mistura de aminoacidos encontra-se disponivel,

através da importacao.

2.1.1 Misturas de aminoacidos

As férmulas encontradas no mercado para tratamento da PKU s&o constituidas
de misturas de aminoacidos sintéticos, isentas de Phe, podendo ser acrescidas de
carboidratos, gorduras, vitaminas, minerais e elementos traco para suprir as
necessidades nutricionais de diversas faixas etarias, porém sdo isentas de proteinas
intactas, tendo como fonte de nitrogénio, exclusivamente aminoéacidos livres (MIRA &
MARQUEZ, 2000; SANTOS et al., 2003).
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Do ponto de vista sensorial, essas misturas possuem odor e paladar
desagradaveis e sua ingestdo, que deveria ocorrer em pequenas por¢des durante o
dia, frequentemente é feita de uma s0 vez, com prejuizo na utilizacao bioldgica e com
aumento da metabolizagdo dos aminoacidos por via oxidativa. O consumo dos
aminoacidos em dose Unica pode resultar em nauseas, voémitos, tontura e diarréia.
Além disso, as misturas de aminoacidos sintéticos também séo indesejaveis do ponto
de vista do equilibrio osmético, pois causam hiperosmolaridade do trato
gastrointestinal, resultado em absorcéo ineficiente pelo organismo (MIRA & MARQUEZ,
2000; MaCDONALD et al., 2003).

Apesar desses produtos oferecerem facilidade na prescricdo e distribuicdo aos
pacientes, eles resultam em uma dieta dispendiosa, mondétona e pouco palatavel. O
reconhecimento desses problemas faz com que paises como a Inglaterra e os Estados
Unidos recomendem investimentos em pesquisa e tecnologia para desenvolvimento de
novos produtos de melhor aceitacdo (CLEMENTE, 2000; MIRA & MARQUEZ, 2000;
SANTOS et al., 2003).

ACOSTA & YANNICELLI (1997) recomendam, para fenilcetondricos em uso de
férmulas especiais constituidas de misturas de aminoacidos isentas de Phe, uma
ingestdo de proteinas 25 a 50% maior do que as recomendacdes para individuos
normais, considerando as altera¢gdes na absor¢éo de aminoacidos isolados.

2.1.2 Proteinas hidrolisadas com baixo teor de feni lalanina

Como alternativa a alimentacdo com as misturas de aminoécidos podem ser
utilizadas proteinas hidrolisadas (incorporadas ou nao a outros alimentos) para
tratamento clinico de pacientes com desordens especificas na digestdo, absorcédo e
metabolismo de aminoéacidos, pois prevéem algumas vantagens, como menor custo e
maior facilidade na administracdo (MIRA & MARQUEZ, 2000; SANTOS et al., 2003).

As proteinas hidrolisadas com baixo teor de Phe tém sido estudadas desde a
década de 1970 para serem utilizadas na dieta de fenilcetonuricos. As formulagcbes
especiais sdo elaboradas utilizando-se os hidrolisados protéicos com baixo teor de Phe
como fonte de proteina (maior propor¢éo de di- e tripeptideos), acrescidos de gordura,
carboidratos, minerais e/ou elementos-tracos. Depois de misturados, sdo secos por
“spray-drying” (KITAGAWA et al., 1987; TESMER et al., 1998).

A ingestédo de proteinas hidrolisadas apresenta vantagens relacionadas ao seu
teor de oligopeptideos. A absor¢cdo de di- e tripeptideos é mais rapida e completa que
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aguela observada para uma mistura equivalente de aminoacidos (GRIMBLE et al.,
1986; ZIEGLER et al., 1990; FRENANHI & BURINI, 1999; SHIMAMURA et al., 1999).
Além disso, proteinas hidrolisadas apresentam menor osmolaridade do que as misturas
de aminoécidos, reduzindo a incidéncia de diarréia osmadtica (FURST et al.,, 1990;
GONZALEZ-TELLO et al., 1994).

3 LEITE

O leite é o produto da secrecdo das glandulas mamarias dos mamiferos e
constitui uma das principais fontes de proteinas na alimentacdo de animais jovens e de
humanos de todas as idades. O leite é praticamente o Unico alimento para os animais e
humanos na primeira etapa da vida, sendo que o mais usado na alimentacdo humana &
o leite de vaca, seguindo-se o de cabra (SGARBIERI et al.,1996; ORNELLAS, 2001).

Na tabela 2 estdo citados os dados de producao e consumo de leite no Brasil, do
ano de 2000 a 2007, demonstrando o aumento expressivo da producdo neste periodo.

Tabela 2: Producéo e consumo de leite no Brasil—2  000/2007

Ano Producao Consumo per capta
(milhdes de litros) (quilo/habitante/ano)

2000 19.767 72,3

2001 20.510 69,7

2002 21.644 68,3

2003 22.254 68,1

2004 23.478 69,2

2005 25.000 70,8

2006 25.398 72,7

2007 26.441 77,0

Fonte: EMBRAPA, 2008
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3.1 Composicéo e caracteristicas fisico-quimicas

O leite € um alimento contendo cerca de 86% de agua. E constituido por mistura
de vérias substancias: lactose e minerais em solucdo, proteinas em forma coloidal
(estando a caseina dispersa e a albumina e globulina em solucao); gorduras em forma
de emulséo, também dispersas no liquido; vitaminas e gases também em solucédo. A
cor esbranquicada do leite deve-se a caseina a aos fostatos de calcio e o tom verde-
amarelo do soro deve-se a lactoflavina (vitamina B,) (ORNELLAS, 2001).

A composicdo do leite é bastante varidvel, em espécies diferentes,
particularmente no que diz respeito aos teores de proteina, de gordura e lactose
(SGARBIERI et al.,1996). A Tabela 3 apresenta os valores médios de composi¢ao do

leite de vaca.

Tabela 3: Composicdo média do leite integral esteri  lizado

Componente Teor
Agua 87,6%
Proteina 3,3%
Gordura 3,6%
Carboidrato 4,7%
Célcio 0,12%
Vitamina A 50 mg/100g
Vitamina D 2 mg/100g
Vitamina B1 30 mg/100g
Vitamina B2 150 mg/100g
Acido Pantoténico 350 mg/100g
Acido nicotinico 100 mg/100g
Vitamina B6 25 mg/100g
Biotina 1,25 mg/100g
Vitamina B12 Tragos
Vitamina C 1,0mg/100g

Fonte: ITAL, 2007
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A composicao do leite é diferente para cada raca e varia também de acordo com
diversos fatores, tais como a alimentacdo do animal, a estacdo do ano e a época de
lactacdo. Por exemplo, em relacdo as oscilagdes na composicdo do leite de vaca, por
100 mL, as variacBes podem ser: proteinas de 3 a 4g (caseina 2,87 e albumina 0,56);
lipideos de 3 a 6g; glicideos de 4,6 a 5g, minerais de 0,7 a 0,75g; vitaminas A de 97 a
785 U.l.,, C de 0,5 a 6,6 mg, B, de 0,65 a 100 mg e niacina de 0,05 a 0,5 mg (segundo
diferentes tabelas) (ORNELLAS, 2001).

3.2 Proteinas do leite

As proteinas do leite bovino sdo usualmente divididas em dois grupos principais:
caseinas (aproximadamente 79,5%), caracterizada por suas insolubilidade em pH 4,6 e
20 °C, e proteinas do soro do leite (19,3%). Outra classe (1,2%) corresponde ao conjunto
de proteinas associadas aos glébulos de gordura, enzimas, proteinas originarias do
sangue e uma frac&o polipeptidica (proteose-peptona) (LEONIL et al.,2000).

3.2.1 Caseinas

Caseina pode ser definida, de maneira simplificada, como a proteina precipitada
por acidificagdo do leite desnatado a um pH 4,6 a 20 ©°C. As proteinas que
permanecem em solucéo, nestas condi¢cdes, podem ser obtidas por precipitacdo com
sulfato de amoénio (SGARBIERI et al.,1996). Seu teor varia de 27 a 34 g/L de leite, na
relacéo de 4:1:4:1 correspondendo as quatro fracdes: dsi, Os2, B, K-caseina. A presenca
de fosforo nas caseinas permite classifica-las como fosfoproteinas (CHEFTEL et
al.,1989; SWAISGOOD, 1993; SGARBIERI et al.,1996; WALSH & BROWN, 2000)

As fracOes da caseina (asi, Os2, B, K) encontram-se sob a forma de complexos
macromoleculares esféricos altamente hidratados, denominados de micelas, contendo
uma parte mineral, composta principalmente por fosfato e calcio. Na micela também se
encontram quantidades substanciais de magnésio e certa quantidade de citrato. Além
do calcio, que esta ligado aos grupos ortofosfato das caseinas, também pode-se
encontrar pequenas quantidades de outros cétions. Devido a sua estrutura
macromolecular tdo particular, as caseinas sao facilmente isoladas por centrifugacdo ou
precipitacéo isoelétrica em pH 4,6 (CHEFTEL et al.,1989; SWAISGOOD, 1993).
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A caseina apresenta um elevado valor nutricional, apesar de ser ligeiramente
deficiente nos aminodcidos sulfurados (metionina e cisteina). E interessante ressaltar
que devido a sua estrutura micelar esponjosa é facilmente digerida e susceptivel a acéo
catalitica de todas as proteinases conhecidas (ROBINSON, 1991; SWAISGOOD, 1993).
A caseina e seus derivados tém tradicionalmente provido a industria com ingredientes
importantes para a textura e aparéncia, bem como para o enriquecimento nutricional de
muitos alimentos processados (SMITHERS & BRADFORD, 1991). Os hidrolisados de
caseina contendo pequenas fracdes peptidicas e aminoacidos livres sdo comumente
utilizados em alimentos dietéticos, formulas infantis e como agentes reforcadores do
sabor (ZHANG et al.,1992).

3.2.2 Proteinas do soro - Albuminas e globulinas

Quando a caseina é removida do leite, o liqguido remanescente recebe o0 nome
de soro de leite. Se a remocao da caseina é feita pela adicdo de acido (pH 4,6) o soro
se denomina “soro acido”, se feito pela acdo da enzima renina teremos o “soro doce”
que contém em geral, maior quantidade de peptideos e aminoacidos livres resultantes
da acdo da renina sobre a caseina (SGARBIERI et al.,1996).

Devido ao seu conteldo em aminoacidos essenciais, 0 valor bioldgico das
proteinas do soro é alto se comparado ao de outras proteinas. Além disso, as proteinas
do soro contém uma alta concentracdo de aminoacidos de cadeia ramificada (leucina,
isoleucina e valina). Segundo HA & ZEMEL (2003), a abundancia de leucina no soro é
de particular interesse, uma vez que este aminoacido tem sido identificado como
iniciador da sintese protéica muscular. Em razdo do seu relativo excesso em
aminoacidos essenciais (lisina, treonina, metionina, isoleucina), as proteinas do soro
sdo suplementos efetivos para proteinas vegetais que sdo deficientes nestes
aminoacidos (WALZEN et al.,2002).

As proteinas do soro sdo globulares, e com um limitado niumero de ligacdes
dissulfito, as quais conferem um determinado grau de rigidez estrutural e estabilidade.
Comparadas com as caseinas, as proteinas do soro sdo mais termolabeis, menos
sensiveis ao calcio e podem formar estruturas oligoméricas (KINSELLA & WHITEHEAD
et al.,1989).

As proteinas do soro representam cerca de 20% das proteinas do leite. As duas
principais proteinas do soro, a-lactalbumina e B-lactoglobulina, perfazem 70-80% das
proteinas totais do soro. Além dessas sdo encontradas a soralbumina,
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imunoglobulinas, proteose-peptonas, lactoferrina, trasferrina e enzimas (SGARBIERI et
al.,1996).

A a-lactalbumina (a-La) € uma proteina globular compacta e aparece como
mondémero no pH natural do leite (pH 6,6). Esta presente no leite de todos os
mamiferos cuja lactose é o principal agucar. A propor¢do de ao-La e B-Lg no leite
bovino é de 1:3 (KINSELLA & WHITEHEAD, 1989; WALZEN et al., 2002).

A funcdo biologica da a-La estd relacionada com a sintese de lactose. A
associacdo da a-La com o complexo lactose sintetase catalisa o ultimo passo da
biossintese de lactose no tecido mamério (KINSELLA & WHITEHEAD, 1989; WALZEN
et al., 2002).

A a-La purificada € usada comercialmente em formulas infantis devido a
similaridade estrutural e composicional em relacdo a principal proteina do leite materno.
E também utilizada em alimentos protéicos para esportistas, pois constitui uma boa
fonte de aminoéacidos de cadeia ramificada, os quais estdo envolvidos no fornecimento
de energia e sintese protéica muscular (WALZEN et al., 2002).

A B-lactoglobulina (B-Lg) € a principal proteina do soro em ruminantes e porcos,
nao sendo encontrada em abundancia no leite de muitas outras espécies. Da mesma
forma que as caseinas, a B-lactoglobulina apresenta polimorfismo genético (variantes
A, B, C) (SGARBIERI et al.,1996).

Embora isolada ha 60 anos, a funcéo desta proteina, segundo WALZEN et al.
(2002), ainda é desconhecida, mas ela se liga ao calcio e zinco e a uma variedade de
pequenas moléculas hidrofobicas. Entretanto WIT (1998), em seu trabalho, atribui a B -
. lactoglobulina a propriedade de transportador provitamina A. De acordo com o autor, a
estrutura globular da B-Lg € extraordinariamente estavel aos acidos e enzimas
proteoliticas do estdbmago, tornando-a um resistente carreador de retinol (provitamina
A) da vaca para o filhote. Porém, esta funcdo bioldgica parece ser menos importante
para bebés humanos, o que talvez explique por que a B-Lg n&o ocorre no leite humano
(WIT et al.,1998).

4 HIDROLISE ENZIMATICA DE PROTEINAS

A hidrélise de proteinas € um processo no qual as ligagbes peptidicas das
proteinas sdo clivadas originando peptideos de diferentes tamanhos e aminoécidos

livres, e pode ser catalisada por acidos, bases ou enzimas. As hidrélises acidas e
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alcalinas sao totalmente inespecificas, podendo destruir aminoacidos como triptofano,
lisina, treonina e causar a racemizacao da maioria dos aminoécidos, comprometendo o
valor nutricional da proteina (ADLER-NISSEN, 1981; CLEMENTE, 2000).

A hidrolise enzimatica apresenta uma série de vantagens sobre a hidrélise
quimica, como a especificidade, controle do grau de hidrélise, condicdes moderadas de
acao, disponibilidade comercial de enzimas em larga escala, custo moderado, menor
teor de sais no produto final e formacdo minima de subprodutos (MANNHEIM &
CHERYAN, 1992; PEARCE, 1995; CLEMENTE, 2000).

Além disto, como as enzimas podem ser empregadas, geralmente, em
concentracbes muito baixas, sua remoc¢do do sistema da reacdo € frequentemente
desnecessaria e mais facil do que para outros catalisadores, os quais devem ser
usados em concentracfes maiores (REED, 1975).

Para se obter hidrolisados com qualidade nutricional elevada e com
propriedades desejaveis e agradaveis ao consumidor, € importante o controle das
condicdes hidroliticas, como pH, temperatura, enzima, tempo de hidrélise, tipo e
concentracdo do substrato, relacdo enzima:substrato (E:S) e inativacdo enzimatica ao
final do processo (SVENNING et al.,1993; CANDIDO, 1998).

Vérios trabalhos, realizados no Laboratério de Bromatologia/Pesquisa da UFMG,
mostraram a influéncia desses parametros hidroliticos na obtenc&o de perfil peptidico
nutricionalmente adequado, especialmente no que se refere ao teor de oligopeptideos
(MORATO et al.,2000; MORAIS et al., 2002, 2005; BARBOSA et al., 2004; CARREIRA
et al., 2004; LOPES et al., 2005; DELVIVO et al., 2005, 2006; BIASUTTI et al.,2007,
SOARES et al.,2007; SOUZA et al, 2008).

4.1 Importancia

O processo de hidrélise enzimatica tem se destacado na melhoria das
propriedades funcionais das proteinas, como solubilidade, poder emulsificante, textura,
tendo grande aplicabilidade em varios produtos alimenticios (ABERT & KNEIFEL,
1993). As proteases tém sido utilizadas para a modificagdo de proteinas, como na
hidrélise de proteina de soja e de outros vegetais, para a solubilizacdo de concentrados
de peixes, amaciamento de carnes, hidrolise de caseina, na melhoria da textura de
queijos, aumentando assim, significativamente, a qualidade e o valor nutritivo dos
produtos (CHEFTEL et al.,1989).
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Alguns trabalhos realizados no Laboratério de Bromatologia/Pesquisa da UFMG
empregaram proteases variadas no estudo de propriedades funcionais de proteinas do
leite e do sangue bovino, tendo mostrado que o efeito positivo da hidrolise protéica
depende da fonte protéica e das condi¢des hidroliticas (SILVA et al.,2003a,b; SILVA &
SILVESTRE, 2003; BIZZOTO et al.,2005; VIEIRA et al., 2006; BIASUTTI et al., 2007).

Além da melhoria das propriedades funcionais e organolépticas, € possivel
aumentar o aproveitamento nutricional das proteinas através do tratamento enzimatico.
Os hidrolisados enzimaticos sdo geralmente destinados a trés grandes grupos no
ambito da Nutricdo Clinica: formulac¢des infantis para criangas que apresentam alergia
a proteina intacta ou algum problema causado por um erro inato do metabolismo, como
a PKU e a fibrose cistica, formulacbes especiais para adultos com funcao
gastrintestinal prejudicada ou doencas em O&rgdos especificos; e suplementos
nutricionais para facilitar a assimilacdo de nitrogénio (FRENHANI & BURINI, 1999;
MIRA & MARQUEZ, 2000; TRAHMS, 2002).

Um dos principais critérios na caracterizagdo de um hidrolisado para utilizagdo
dietética é sua distribuicdo quanto ao tamanho dos peptideos, pois € sabido que o
comprimento da cadeia peptidica influencia a taxa de absorcédo (GRIMBLE et al.,1986;
VIJAYALAKSHIMI et al.,1986).

Diversos autores tém demonstrado que formulas contendo um elevado teor de
oligopeptideos, especialmente, di- e tripeptideos, sédo absorvidas e metabolizadas mais
efetivamente pelo organismo do que uma mistura equivalente de aminoacidos livres ou
a proteina intacta, apresentando assim um maior valor nutritivo (KEOHANE et. al.,
1985, GRIMBLE et al.,1986; RERAT, 1993; FRENHANI & BURINI, 1999; BOZA et al.,
2000).

O valor nutricional dos hidrolisados esta diretamente relacionado a natureza da
proteina de origem, que devera ser de alto valor nutricional e ao método de hidrdlise
que possibilite a obtencdo de peptideos de pesos moleculares diferentes (GRIMBLE
et al.,1986; ANANTHARAMAN & FINOT, 1993).

4.2 Proteases
As proteases sao enzimas que catalisam a hidrdlise total das proteinas. Séo

enzimas da classe 3, as hidrolases, e subclasse 3.4, as peptideo-hidrolases ou

peptidases. Estas enzimas constituem uma grande familia, dividida em endopeptidases
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ou proteinases e exopeptidases, de acordo com a posi¢do da ligacdo peptidica a ser
clivada na cadeia peptidica (RAO et al.,1998; CLEMENTE, 2000).

As endopeptidases atuam preferencialmente nas regifes internas da cadeia
polipeptidica, entre as regides N e C terminal sendo que a presenca de grupos amino
ou carboxila livres tem um efeito negativo na atividade da enzima. J4 as exopeptidases
atuam somente nos finais das cadeias polipeptidicas. Com base em seu sitio de acao,
regido N ou C terminal, sdo classificadas como amino ou carboxipeptidases,
respectivamente. Estas enzimas séo divididas em quatro subgrupos de acordo com seu
mecanismo catalitico: serina proteases, aspartico proteases, cisteina proteases, e
metaloproteases (RAO et al.,1998).

Uma vez que sédo fisiologicamente necessarias para organismos Vvivos, as
proteases sdo encontradas numa ampla diversidade de fontes como plantas, animais e
microrganismos, dentre eles sao comuns o0s g@éneros Bacillus, Clostridium,
Pseudomonas, Proteus, Aspergillus, Streptomyces e Rhizopus (RAO et al.,1998; DINIZ
& MARTIN, 1999).

A hidrdlise seletiva de algumas ligacdes peptidicas € uma ferramenta importante
para a obtencado de poli- e oligopeptideos (SGARBIERI et al.,1996). Aproximadamente
60% do total das enzimas industriais sdo proteases, amplamente empregadas na
producdo de couro e na industria de alimentos. Nesta Ultima, as proteases sé&o
utilizadas como coadjuvantes no processamento de cerveja, vinho, cereais, produtos
lacteos, chocolate, ovos, produtos a base de ovos, produtos a base de carne e de
peixe, legumes e na produgcdo de proteina hidrolisada e flavorizantes (FURLAN &
OETTERER, 2002).

4.3 Fatores interferentes

A fim de se obter produtos com qualidade nutricional elevada, propriedades
funcionais desejaveis e caracteristicas organolépticas agradaveis ao consumidor, é
importante controlar as condi¢fes hidroliticas na digestdo enzimatica das proteinas
(FREITAS et al. 1993; SVENNING et al.,1993).

De acordo com CANDIDO (1998), as reacbes enzimaticas devem ser
controladas para se alcancar resultados confiaveis. Dentre as variaveis temos: pH,
temperatura, tempo de hidrolise, tipo e concentracdo de substrato, relacéo

enzima:substrato (E:S), inativacdo enzimatica ao final do processo. Outro fator a ser
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considerado é a escolha de um bom método para determinagdo do grau de hidrélise
(SILVESTRE et al.,1993).

A escolha da enzima proteolitica € de extrema importancia, uma vez que sua
acdo especifica ira influenciar a composicao final dos produtos de hidrolise,
principalmente com relagdo ao tamanho médio dos peptideos e os aminoacidos que se
quer deixar na forma livre (HAQUE & MOZAFFAR, 1992).

Como citado acima, diversos trabalhos realizados no Laboratorio de
Bromatologia/Pesquisa da UFMG tém comprovado que, além da escolha da enzima, o
controle dos demais parametros hidroliticos, € importante, pois interferem na obtencao
dos produtos finais da reacédo (SILVA et al.,, 2003a,b; SILVA & SILVESTRE, 2003;
BIZZOTO et al., 2005; VIEIRA et al., 2006; BIASUTTI et al., 2007).

A associacdo de enzimas, introduzidas na reacdo, simultanea ou
sucessivamente, pode conduzir a um grau de hidrolise superior aquele obtido com uma
Unica enzima, demonstrando um carater de acao sinérgica ou complementar. Assim, na
producdo de hidrolisados, enzimas de ampla especificidade tém sido utilizadas, no
Laboratério de Bromatologia/Pesquisa da UFMG, em associacfes, levando a uma
hidrolise extensa, com a obtencdo de pequenos peptideos e aminoacidos livres
(MORATO et al., 2000; CARREIRA et al., 2004; LOPES et al., 2005; SOARES et al.,
2007).

Como as enzimas sdo termolabeis, o calor de desnaturacdo resulta em uma
perda gradual de suas propriedades cataliticas, sendo crescente a taxa de inativacao
com o aumento da temperatura. Deste modo, se por um lado as temperaturas mais
elevadas aumentam o rendimento das rea¢cfes enzimaticas, por outro, podem provocar
a inativacdo da enzima, dependendo do calor aplicado (REED, 1975). Assim a acao do
calor sobre a atividade enzimatica tem sido utilizada no Laboratorio de
Bromatologia/Pesquisa da UFMG, visando a interrupcdo da reacgdo hidrolitica,
empregando-se temperaturas na faixa de 80°C a 90°C, por 10 a 20 min (SILVESTRE et
al.,1993; MORATO et al., 2000; SILVA et al., 2003a,b; SILVA & SILVESTRE, 2003;
BIZZOTO et al., 2005; CAPOBIANGO et al., 2006; VIEIRA et al., 2006; BIASUTTI et al.,
2007).
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5 REMOCAO DE FENILALANINA

Nos anos 70, iniciou-se no Japdo a investigacdo sobre a possibilidade de
producdo e utilizacdo de proteinas hidrolisadas com baixo teor de Phe. Procurou-se
obter concentrados protéicos inodoros, sem cor e sem sabor indesejaveis, a partir de
proteinas de soja e peixe, através da proteodlise enzimatica (MIRA & MARQUEZ, 2000).

As proteinas hidrolisadas, com baixo teor de Phe, s&o alternativas que
apresentam diversas vantagens no tratamento de pacientes fenilcetondricos, uma vez
gue podem fornecer proteinas de alto valor bioldgico e, segundo ARAI et al. (1988), os
hidrolisados diminuem em 50% a pressdo osmaética causada por misturas de

aminoacidos, solucionando em grande parte o problema da hipertonicidade.
5.1 Métodos de remogéo

A Phe € um aminoéacido presente em todas as proteinas animais e vegetais na
proporcao de 4 a 6% (OUTINEN et al.,1996). Assim, a dieta do fenilcetonarico obriga a
uma baixa ingestdo de proteinas naturais. Por isso, varios meétodos foram
desenvolvidos para remover esse aminoacido de hidrolisados protéicos (MIRA &
MARQUEZ, 2000).

Os métodos usados para a remocdo de Phe baseiam-se na liberacdo deste
aminoacido por hidrolise quimica ou enzimatica, sendo posteriormente removido por
tratamentos diferenciados (SHIMAMURA et al.,1999). Varios métodos sao utilizados
para a remocdo, como adsorcdo em carvdo ativado ou resinas de adsorcao,
cromatografia de troca ibnica, peneira molecular ou filtracdo em gel, além de
desaminacdo deste aminodcido pela enzima fenilalanina aménia liase. A escolha do
meétodo deve considerar a praticidade, a reprodutibilidade, a relacdo custo/eficiéncia de
cada tratamento, além de resultarem em produtos palataveis e seguros (LOPEZ-
BAJONERO et al.,1991; MOSZCZYNSKI & IDIZIAK, 1993; OUTINEN et al.,1996).

Varios autores utilizaram com sucesso o carvao ativado para remover Phe de
hidrolisados protéicos. KITAGAWA et al. (1987), obtiveram 97% de remocao de Phe de
hidrolisado de soro de leite. LOPEZ-BAJONERO et al. (1991), removeram de
hidrolisados de caseina comercial e de leite em p6 desnatado, 92% de Phe. Segundo
SHIMAMURA et al. (1999), a passagem de hidrolisado protéico de soro de leite em
coluna contendo carvdo ativado, remove aminodcidos aromaticos, principalmente a

Phe, com uma eficiéncia na faixa de 85 a 95%.
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Em outros estudos realizados no mesmo laboratério do presente trabalho, o
carvao ativado foi, também, utilizado com eficiéncia na remo¢do de Phe de proteinas
hidrolisadas de leite em p6 desnatado (94 a 99%) (LOPES et al., 2006; SOARES et al.,
2006), de soro de leite em po6 (75 a 99%) (DE MARCO et al., 2004; DELVIVO et al.,
2006; LOPES et al., 2007; SILVA et al., 2007) de arroz (85 al00%) (LOPES et al.,
2008), de farinha de arroz (26 a 94%) (SILVESTRE et al., 2009), de fuba de milho (69 a
98%) (CAPOBIANGO et al., 2006, 2007) e de feijédo (25 a 88%) (LOPES Jr., 2008).

Como pode ser visto acima, o leite jA foi empregado em dois estudos
anteriormente realizados no mesmo Laboratério. Entretanto, o presente trabalho
diferencia-se dos anteriores em diversos aspectos. Assim, a matéria prima a ser
utilizada serd o leite fluido e os parametros hidroliticos (tipo de enzima, relacao
enzima:substrato, tempo e temperatura de reacédo) e de remocado de Phe (relacdo
proteina:carvdo) foram diferentes dos anteriormente utilizados, pois neste trabalho
buscou-se a otimizagdo de todas as etapas para a sua posterior adaptacdo em larga
escala.

5.2 Avaliacéo da eficiéncia da remocao

A avaliacdo da eficiéncia da remocao de Phe € realizada pela sua quantificacéo
na matéria-prima, assim como em suas proteinas hidrolisadas, apdés emprego de um
meio adsorvente.

Varios métodos sdo descritos na literatura para a quantificacdo de Phe, tais
como a cromatografia gasosa (MAYADUNNE et al., 2005); cromatografia gasosa-
espectrometria de massas (DENG et al., 2002), cromatografia liquida de alta eficiéncia
(HPLC) de troca idnica (CABRERA-PADILLA et al., 2009; GALVAO et al., 2009) e
sensor enzimatico de membrana (SHIMAMURA et al., 1999)

Outro método cromatografico foi desenvolvido pelo grupo de pesquisa do
presente trabalho, baseado na cromatografia de interacdo hidrofilica (HILIC), que
permitiu a determinacéo, ndo apenas da Phe, mas dos demais aminoacidos essenciais
(CARREIRA et al., 2002).

A espectrofotometria derivada segunda (EDS) representa uma alternativa
reportada na literatura para a quantificacdo de Phe, pois trata-se uma técnica analitica
simples, rapida e de custo relativamente baixo, tendo sido considerada, por varios

autores como um método quantitativo e qualitativo vantajoso, de grande utilidade.
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Baseia-se na derivacdo do espectro de absor¢cdo normal dos compostos analisados
(O'HAVER & GREEN, 1976; GRANT & BHATTACHARYYA, 1985; ROJAS et al., 1988).

Varios autores utilizaram esta técnica. Assim, ICHIKAWA & TERADA (1977,
1979, 1981a,b) relataram a eficiéncia da EDS para medir Phe em proteinas ou em
proteinas hidrolisadas. Estes autores, primeiramente, examinaram residuos de Phe em
proteinas e demonstraram que entre 245 e 270 nm os residuos de amino&cidos de
tirosina e triptofano ndo causam diferenca significativa nas propriedades da Phe. Dois
anos mais tarde, determinaram a Phe, por este método, em proteinas desnaturadas,
encontrando resultados que concordavam com os descritos na literatura. VAarios
autores tém relatado a grande confiabilidade do uso da EDS, entre 245 e 270 nm para
quantificar os residuos de Phe em proteinas, desde que as variaveis como o pH e a
adicao de outras substancias sejam controladas (ICHIKAWA & TERADA, 1977, 1979,
1981a,b; GRANT & BHATTACHARYYA, 1985; ROJAS et al., 1988).

Em estudos realizados no mesmo laboratorio do presente trabalho, a EDS foi
utilizada para a quantificacdo de Phe em varias fontes protéicas, tais como leite em pé
(LOPES et al., 2006; SOARES et al., 2006), soro de leite (LOPES et al., 2007; SILVA et
al., 2007), arroz em grédo (LOPES et al., 2008), fuba de milho (CAPOBIANGO et al.,
2007), farinha de arroz (SILVESTRE et al., 2009) e feijao (LOPES Jr., 2008).



41
REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

Estas referéncias bibliograficas incluem as citadas na Introdugcédo e na Revisdo

de Literatura.

ABERT, T.; KNEIFEL, W. Physicochemical and functional properties of casein
hydrolysates obtained by treatment with different enzymes. In: IDF (Inter. Dairy
Fed.) Seminar on Protein & Fat globule modifications., p.97-105, 1993.

ACOSTA, P.B.; YANNICELLI S. Protocolo 1 — Phenylketonuria (PKU). In: Ross
Products Division, Abbott Laboratories. The ross metabolic formula system -
Nutricion support protocol. 3.ed. Columbia: Keziaz Strvat, 1997.

ADLER-NISSEN, J. Procesamiento enzimatico de las proteinas alimenticias. Alimentos,
V. 6, p. 29-33, 1981.

AGUIAR, M. J. B. Genetic services and research in the state of Minas Gerais. Brazil.
Comm Genet, v. 7, n. 4, p. 117-120, 2004.

ANANTHARAMAN, K.; FINOT, P.A. Nutritional aspects of food protein in relation to
technology. Food Reuv. Int., v. 9, p. 629-655, 1993.

ARAI, S.; MAEDA A.; WATANABE, M; Physicochemical properties of a low
phenylalanine peptide substance as a foodstuff for patients with phenylketonuria.
Agric Biol Chem., v. 52, p. 287-288, 1988

BARBOSA, C.M.S; MORAIS, H.A.; DELVIVO, F.M.; MANSUR, H.S.; OLIVEIRA. M.C,;
SILVESTRE, M.P.C. Papain hydrolysates of casein: molecular weight profile and
encapsulation in lipospheres. J. Sci. Food Agric., v. 84, n. 14, p. 1891-1900, 2004.

BEASLEY, M.G.; COSTELLO, P.M.; SMTH, I. Outcome of treatment in young adults
with phenylketonuria detected by routine neonatal screenig between 1964 and 1971.
Q. J. Med., v. 87, p. 155-160, 1994.

BIASUTTI, E.A.R.; VIEIRA, C.R., CAPOBIANGO, M, SILVA, V.D.M.; AZEVEDO, K.V.;
JUNQUEIRA, R.G. SILVESTRE, M.P.C. Study of some functional properties of



42

casein: effect of pH and tryptic hydrolysis. Inter. J. Food Proper., v. 10, n. 1, p.173-
183, 2007.

BIZZOTTO, C.S.; CAPOBIANGO, M.; SILVESTRE, M. P. C. Evaluation of functional
properties of a blood protein.. Pakistan J. Nutr., v. 4, n. 1, p. 11-16, 2005.

BIZZOTTO. C.S.; BIASUTTI, E.A.R.; SILVA, V.D.M.; AZEVEDO, K.V.; JUNQUEIRA,
R.G. SILVESTRE, M.P.C. Uso da pancreatina e do carvao ativado no processo de
preparo de hidrolisados protéicos de arroz com baixo teor de fenilalanina. Tecno-
l6g., v. 10, p. 9-30, 2006a.

BIZZOTTO. C.S.; CAPOBIANGO, M.; BIASUTTI, E.A.R.; SILVA, V.D.M.; JUNQUEIRA,
R.G. SILVESTRE, M.P.C. Hidrolisados protéicos de arroz com baixo teor de
fenilalanina, obtidos pela acdo da corolase pp e uso do carvéo ativado. Rev. Cién.
Agrotec., v. 30, p. 308-316, 2006b.

BOZA, J.J.; MOENNOZ, D.; VUICHOUD, J.; JARRET, A.R.; GAUDARD-DE-WECK,
D.O.B. Protein hydrolysate vs free amino acid-based diets on the nutritional recovery
of the starved rat. Eur. J. Nutr., v. 39, p. 237-243, 2000.

BRASIL. Ministério da Saude. Portaria n. 822 de 06 de junho de 2001. Institui, no
ambito do Sistema Unico de Saltde, o Programa Nacional de Triagem
Neonatal/PNTN. Diério Oficial, Brasilia, 10 de junho de 2001.

BURTIS, C.A.; ASHWOOD, E.R. Tietz - Fundamentos de quimica clinica. 4.ed. Rio de
Janeiro: Guanabara Koogan, 1996. 836p.

CABRERA-PADILLA, R.Y.; PINTO, G.A.; GIORDANO, R.L.C.; GIORDANO, R.C. A new
conception of enzymatic membrane reactor for the production of whey hydrolysates

wuth low contents of phenylalanine. Process Biochem., v. 44, p. 269-276, 2009.

CANDIDO, L.M.B. Obtenc&o de concentrados e hidrolisados protéicos de tilapia do Nilo
(Oreochromus niloticus): composi¢cdo, propriedades nutritivas e funcionais.
Campinas Faculdade de Engenharia de Alimentos da UNICAMP, 1998. 207 p.
(Tese de Doutorado).

CAPOBIANGO, M.; SILVA, V.D.M.; MACHADO, M.A.A,; COELHO, J.V.; SEGALL, S.D,;

SILVESTRE, M.P.C. Acéo da corolase pp e uso do carvao ativado na obtencao de



43

hidrolisados protéicos de fuba de milho com baixo teor de fenilalanina. Rev. Bras.
Nutr. Clin., v.21, n.4, p.259-266, 2006.

CAPOBIANGO, M.; LOPES, D.C.F.; CARREIRA, R.L.; AFONSO, W.O.; SEGALL, S.D;
SILVESTRE, M.P.C. Optimization of enzyme assisted processes for extracting and
hydrolysing corn proteins aiming phenylalanine removal. Inter. J. Food Engineer., v.
3, p. 1-19, 2007.

CARREIRA, R.L.; BARBOSA, C.M.S.; JUNQUEIRA, R.G.; MOTTA, S.; SILVESTRE,
M.P.C. Emprego da cromatografia liquida de alta eficiéncia hidrofilica na
determinacdo dos aminoacidos de hidrolisados de caseina. Ciénc. Tecnol. Aliment.,
v. 22, n. 3, p. 229-232, 2002.

CARREIRA, R.L.; DE MARCO, L.M,; DIAS, D.R..; MORAIS, H.A.; ORNELLAS, C.B.D,;
SILVESTRE, M.P.C. Analysis of peptide profiles of casein hydrolysates prepared
with pepsin, trypsin and subtilisin. Acta Farmac. Bonaer, v. 23, n. 1, p.17-25, 2004.

CHEFTEL, J. C.; CUQ, J. L.; LORIENT, D. Proteinas alimentarias: bioquimica,
propriedades funcionales, valor nutricional, modificaciones quimicas. Zaragoza:
Acribia, 1989. 346 p.

CLEMENTE, A. Enzymatic protein hydrolysates in human nutrition. Trends Food Sci.
Tech., v. 11, p. 254-262, 2000.

DE MARCO, L.M.; DELVIVO, F.M.; SILVA, V.D.M.; COELHO, J.V. SILVESTRE, M.P.C.
Imobilizacdo da papaina em carvao ativado e em alumina, visando sua utilizacao no

preparo de formulagdes dietéticas. Tecno-Log., v. 8, p. 83-89, 2004.

DE MARCO, L.M.; DELVIVO, F.M.; SILVA, V.D.M.; COELHO, J.V.; SILVESTRE,
M.P.C. Uso do carvdo ativado para remocao de fenilalanina de hidrolisados
protéicos, obtidos pela acdo da papaina imobilizada. Braz. J. Food Technol., v.8,
n.3, p.210-219, 2005.

DELVIVO, F.M.; SILVA, V.D.M.; MORAIS, A.H.; FIGUEIREDO, A.F.S.; DE AGUIAR,
M.J.B.; COELHO, J.V. SILVESTRE, M.P.C. Desenvolvimento de formulacéo
dietética a base de hidrolisado de soro de leite. Rev. Bras. Nutr. Clin., v. 20, p. 117-
126, 2005.



44
DELVIVO, F.M.; VIEIRA, C.R.; BIASUTTI, E.A.R.; AFONSO, W.O.; SILVESTRE,

M.P.C. Evaluating the effect of adsorption medium, hydrolytic parameters and
ultrafiltration on the phenylalanine removal from pancreatic whey hydrolysates.
Amer. J. Food Technol., v. 1, n. 2, p. 94-104, 2006.

DENG, C.; DENG, Y.; WANG, B; YAHG, X. Gas chromatography-mass spectrometry
method for determination of phenylalanine and tyrosine in neonatal blood spots. J.
Chromatog. B, v. 780, p. 407-413, 2002

DINIZ, F.M. & MARTIN, A.M. Hidrolisado protéico de pescado In: OGAWA, M. & MAIA,

E.L. Manual de Pesca. Sao Paulo: Varela, 1999.

EMBRAPA - Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria — Embrapa Gado de Leite.

Disponivel em: < http://www.cnpgl.embrapa.br/> Acesso em: 07 nov. 2008.

FISBERG. R.M.; SILVA-FERNANDES, M.E.; SCHIMIDT, B.J.; FISBERG, M. Nutritional
evaluation of children with phenylketonuria. Sdo Paulo Medical Journal/Rev. Paulista
de Medicina, v. 117, n. 5, p. 185-191 , 1999.

FREITAS, O.; PADOVAN, G.J.; VILELA, L.; DOS SANTOS, J.E.; DE OLIVEIRA, J.E.D.;
GREENE, L.J. Characterization of protein hydrolysates for enteral nutrition. J. Agric.
Food Chem., v. 41, p. 1432-1438, 1993.

FRENHANI, P.B.; BURINI, R.C. Mecanismos de absorcdo de aminoacidos e
oligopeptidios. Controle e implicacfes na dietoterapia humana. Arq Gastroenterol, v.
36, n. 4, p. 227-236, 1999

FURLAN, E. F.; OETTERER, M. Hidrolisado Protéico de Pescado. Rev. Cién. Tecnol.,
v. 10, n 19, p. 79-89, 2002.

FURST, P.; ALBERS, S.; STEHLE, P. Dipeptides in clinical nutrition. Proc. Nutr. Soc., v.
49, p. 343-359, 1990.

GALVAO, C.M.A.; PINTO, G.A.; JESUS, C.D.F.; GIORDANO, R.C.; GIORDANO,
R.L.C. Producing a phenylalanine-free pool of peptides after tailored enzymatic
hydrolysates of cheese whey. J. Food Engineer., v. 91, n. 1, p. 109-117, 2009.



45
GONZALEZ-TELLO, P.; CAMACHO, F.; JURADO, E.; PAEZ, M.P.; GUADIX, E.M.

Enzimatic hidrolysis of whey proteins. Il. Molecular-weight range. Biotechnol.
Bioeng., v. 44, p. 529-532, 1994.

GRANT, A.; BHATTACHARYYA, P.K. Application of derivative spectroscopy to the
determination of chromatographic peak purity. J. Chromatog. A, v.347, p.219-235,
1985.

GRIMBLE, G.K.; KEOHANE, P.P.; HIGGINS,B.E.; KAMINSK Jr., M.V.; SILK, D.B.A.
Effect of peptide chain length on amino acid and nitrogen absortion from two
lactoalbumin hydrolysates in the normal human jejunum. Clin. Sci., v. 71, p. 65-69,
1986.

HA, E.; ZEMEL, M.B. Functional properties of whey, whey components, and essential
amino acids: mechanisms underlying health benefits for active people (Review). J.
Nutr. Biochem., v.14, p. 251-258, 2003.

HAQUE, Z.U.; MOZAFFAR, Z. Casein hydrolysate. Il. Functional properties of peptides.
Food Hydrocoll., v. 5, p. 559-571, 1992.

HENDRIKSZ, C.J.; WALTER, J.H. Update on phenylketonuria. Curr. Paediatrics, v. 14,
p. 400-406, 2004.

ICHIKAWA, T.; TERADA, H. Second derivative spectrophotometry as an effective tool
for examining phenylalanine residues in proteins. Biochim. Biophys. Acta, v.494, n.1,
p.267-270, 1977.

ICHIKAWA, T.; TERADA, H. Estimation of state and amount of phenylalanine residues
in proteins by second derivative spectrophotometry. Biochim. Biophys. Acta, v.580,
n.1, p.120-128, 1979.

ICHIKAWA, T.; TERADA, H. Determination of phenylalanine, tryptophan and tyrosine in
a mixture of amino acids by second derivative spectrophotometry. Chem. Pharm.
Bull., v.29, n.2, p.438-444, 1981a.

ICHIKAWA, T.; TERADA, H. Effect of dodecyl sulfate on the spectral properties of
phenylalanil residues in serum albumin detected by second derivative

spectrophotometry. Biochim. Biophys. Acta, v.671, n.1, p.33-37, 1981b.



46

ITAL (Instituto de Tecnologia de Alimentos) — Tecnolat — Estatisticas. Disponivel em:
http://www.ital.sp.gov.br. Acesso em: 16 de ago. 2007.

KANUFRE, V.C.; SANTOS, J.S.; SOARES, R.D.L.; STARLING, A.L.P.; AGUIAR, M.J.B.
Abordagem dietética para fenilcetonuria. Rev. Med. Minas Gerais, v. 11, n. 2, p.
129-134, 2001.

KANUFRE, V. C. A Utilizag&do do aleitamento materno no tratamento da fenilcetonuria.
Belo Horizonte: Faculdade de Medicina da UFMG. 2006. 122 f. (Dissertacéo,
Mestrado em Ciéncias da Saude da Crianca e do adolescente).

KEOHANE, P.P.; GRIMBLE, G.K.; BROWN, B.; SPILLER, R.C. Influence of protein
composition and hydrolysis method on intestinal absorption of protein in man. Gut, v.
26, p. 907-913, 1985.

KINSELLA, J.E.; WHITEHEAD, D.M. Proteins in whey: chemical, physical, and
functional properties. Adv. Food Nutr. Res., v. 33, p. 343-437, 1989.

KITAGAWA, T.; OWADA, M.; ACKI, K.; ARAI S.; OURA, T.; MATSUDA, |.; IGARASHI,
Y.; TADA, K.; KATAYAMA, S.; HASHIDA, W. Treatment of phenylketonuria with a
formula consisting of low-phenylalanine peptide. Enz., v. 38, p. 321-327, 1987.

LEONIL, J.; GAGNAIRE, V.; MOLLE, D.; PEZENNEC, S.; BOUHALLAB, S. Application
of chromatography and massa spectrometry to the characterization of food proteins
and derived peptides. J. Chrom. A, v. 881, p. 1-21, 2000.

LOPES, D.C.F; DELVIVO, F. M.; SILVESTRE, M. P. C Use of activated carbon for
removing phenylalanine from skim milk powder. Food Sci. Tech., v. 38, p. 447-453,
2004.

LOPES, D. C. F; DELVIVO, F. M.; SILVESTRE, M. P. C Hydrolysates of skim milk
powder: peptide profiles for dietetic purposes. British Food J., v. 107, n.1, p. 42-53,
2005.

LOPES, D. C. F. ; DELVIVO, F. M. ; SILVESTRE, M. P. C. . Dietary supplements for
phenylketonuria: removing Phe by activated carbon. Nutr. Food Sci., v. 36, n. N° 2,
p. 96-104, 2006.



47

LOPES, D.C.F; DELVIVO, F.M.; JANUARIO, J.N.; AGUIAR, M.J.B.; STARLING, A.L.P.;
SILVESTRE, M. P. C. Phenylalanine removal from whey hydrolysates. J. Food
Techonol., v. 5, n. 2, p. 191-197, 2007.

LOPES, D.C.F., BIZZOTTO, C.S., SILVA, V.D.M., AFONSO, W.O., LOPES Jr., C.O,,
SILVESTRE, M.P.C. Obtention of low-phenylalanine protein hydrolysates from rice:
use of two pancreatins.. J. Food Techonol, v. 6, p. 57-65, 2008.

LOPES Jr., C.O. Extracéo protéica e obtencéao de hidrolisados protéicos de feijdo com
baixo teor de fenilalanina. Belo Horizonte: Faculdade de Farméacia da UFMG. 2008.

81 p. (Dissertacéo, Mestrado em Ciéncia de Alimentos).

LOPEZ-BAJONERO, L.J.; LARA-CALDERON, P.; GALVEZ-MARISCAL, A,
VELASQUEZ-ARELLANO, A.; LOPEZ-MUNGUIA, A. Enzymatic production of a low-
phenylalanine product from skim milk powder and caseinate. J. Food Sci., v. 56, p.
938-942, 1991.

MaCDONALD, A.; FERGUSON, C.; RYLANCE, G.; MORRIS, A.A.M.; ASPLIN, D.;
HALL, S.K.; BOOTH, I.W. Are tablets a pratical source of protein substitute in
phenylketonuria? Arch. Dis. Child., v. 88, p. 327-329, 2003.

MANNHEIM, A.; CHERYAN, M. Enzyme-modified proteins from corn gluten meal:
preparation and functional properties. J. Am. Oil Chem. Soc., v. 69, p. 1163-1169,
1992.

MARCO, D.; WAITZBERG, D.L.. Erros congénitos do metabolismo — fenilcetonuria. In:
WAITZBERG, D.L. Nutricdo oral, enteral e parenteral na pratica clinica. 3.ed. Sao
Paulo: Atheneu, 2004. p. 449-457.

MARTINS, A.M.; FISBERG, R.M.; SCHMIDT, B.J. Fenilcetonuria: abordagem
terapéutica. NESTLE, S&o Paulo, n.54, 1993.

MARTINS, S. R. R. Incidéncia de fenilcetonuria e outras hiperfenilalaninemias no
estado de Minas Gerais: dados do Programa Estadual de Triagem Neonatal. Belo
Horizonte: Faculdade de Medicina da UFMG. 2005. 98 p. (Dissertacdo, Mestrado
em Ciéncias da Saude da Crianc¢a e do adolescente).



48
MAYADUNNE, R.; NGUYEN, T.; MARRIOTT, P.J. Amino acid analysis by using

comprehensive two-dimensional gas chromatography. Anal. Bioanal. Chem, v. 382,
p. 836-847, 2005.

MILUPA. Protein substitutes for the dietary treatment of phenylketonuria and
hyperphenylalaninemia, 1995.

MIRA, N.V.M.; MARQUEZ, U.M.L. Importancia do diagnostico e tratamento da
fenilcetonuria. Rev. Saude Publ., v. 34, p. 86-96, 2000.

MONTEIRO, L.T.B.; CANDIDO, L.M.B. Fenilcetonuria no Brasil: evolucdo e casos. Rev.
Nutr., v. 19, p. 381-387, 2006.

MORAIS, H.A.; BARBOSA , C.M.S ;LOPES, D.C.F.; OLIVEIRA, M.C.; SILVESTRE,
M.P.C. Caracterizacdo do perfil peptidico e de aminoacidos de hidrolisados de

caseina. Arg. Latino Americanos Nutr.., v. 52, n.1, p. 77-83, 2002

MORAIS, H.A.; MARCO, L.M.; OLIVEIRA, M.C.; SILVESTRE, M.P.C. Casein
hydrolysates using papain: peptide profile and encapsulation in liposomes. Acta
Alimentaria, v. 34, p. 59-69, 2005.

MORATO, A.F.; CARREIRA, R.L.; JUNQUEIRA, R.G.; SILVESTRE, M.P.C.
Optimization of casein hydrolysis for obtaining high contents of small peptides: use
of subtilisin and trypsin. J. Food Comp. Anal., v. 13, p. 843-857, 2000.

MOSZCZYNSKI, P.; IDZIAC, J. Preaparation of enzimatic hidrolizates of casein
depleted in phenilalanine. App. Biochem.Microbiol., v. 29, n. 3, p. 302-306, 1993.

NUPAD - Nucleo de acbes e pesquisas em apoio diagnostico. Disponivel em: <

http://www.nupad.medicina.ufmg.br/>. Acesso em: 15 de outubro de 2008.

O'HAVER, T.C.; GREEN, G.L. Numerical error analysis of derivative spectrometry for
the quantitative analysis of mixtures. Anal. Chem., v. 48, n. 2, 1976.

ORNELLAS, L.H. Técnica dietética: selecédo e preparo de alimentos. 7 ed. Sdo Paulo:
Atheneu, 2001, 330 p.



49

OUTINEN, M.T.; TOSSAVAINEN, O.; HARJU, M.; LINKO, P. Method for removing
phenylalanine from proteinaceous compositions, a product so obtained and use
thereof. Valio Oy, Helsink, Finland, Patents US 5547687, A23J3/34B4; A23J3/34C;
A23L1/015E2; A61K38/01B; A61K38/01D6. 12/09/1994; 20/08/1996.

PEARCE, R.J. Food functionality success or failure for dairy based ingredients. Aust. J.
Dairy Technol., v. 50, p. 15-23, 1995.

RAMASWAMI, U.; SMITH, I. Phenylketonuria. Curr. Paediatrics, v. 7, p. 251-255, 1997.

RAO, M. B.; TANKSALE, A. M.; GHATGE, M. S.; DESHPANDE, V. V. Molecular and
Biotechnological Aspects of Microbial Proteases. Microbiol. Mol. Biol, p. 597-635,
1998.

REED, G. Food Science and Techology. 2 ed. New York: Academic Press, 1975. 573p.

RERAT, A. A. Nutritional supply of proteins and absorption of their hydrolysis products:
consequences on metabolism, Pro. Nutr. Soc., v. 52, p. 335-344, 1993.

ROBINSON, D. S. Bioquimica y valor nutritivo de los alimentos. Zaragoza: Acribia,
1991. 516 p.

ROJAS, F.S.; OJEDA, C.B.; PAVON, J.M.C. Derivative ultraviolet-visible region
absorption spectrophotometry and its analytical applications. Talanta. v. 35, p.753-
761, 1988.

SANTOS, M.F.; SANTOS NETO, A.L.C.; VASCONCELLOS, A.M.H. Hidrolisado
enzimatico para dietoterapia de fenilcetonuricos. Biotecnol. Cién. Desenv., v. 29,
p.152-157, 2003.

SCRIVER C.R.; KAUFMAN, S.; EISENSMITH R.C.; WOO, S.L.C. The
hyperphenylalaninemias. In: SCRIVER C.R.; BEAUDET A.L.; SLY, W.S., VALLE D.
eds. Metabolic and molecular bases of inherited disease. New York: McGraw-Hill,
1997. p.1015-1075.

SGARBIERI, V.C. Proteinas em alimentos protéicos: propriedades, degradacéao,

modificacdo. Sdo Paulo: Varela, 1996. 517 p.



50

SHIMAMURA, S.; TAMURA, Y.; MIYAKAWA, H.; SAITO, H.;, KAWAGUCHI, Y.
ISOMURA,N.; AKAZOME, Y.; OCHI, H.; KAWAMOTO, M. Peptide mixture and
products thereof. Morinaga Milk Industry Co., Ltd., Tokio, Japan, Patents US
5952193, A23C 21/02; A23C 21/04; A23C 21/06; A61K 38/01. 14/04/1997;
14/09/1999.

SILVA, J. G. ; MORAIS, H. A. ; SILVESTRE, M.P.C. Comparative study of the functional
properties of bovine globin isolates and sodium caseinate. Food Resear.Inter.,
Inglaterra, v. 36, n. 1, p. 73-80, 20032.

SILVA, J.G. ; MORAIS, H.A.; OLIVEIRA, A.L. ; SILVESTRE, M.P.C. . Evaluating the
incorporation of globin bovine and sodium caseinate on the raw batter quality and on
the stability of ham paté. Meat Sci., Fort collins, CO, USA, v. 63, n. 2, p. 177-184,
2003b.

SILVA, V.D.M.; SILVESTRE, M.P.C. Functional properties of bovine plasma intended
for use as a functional ingredient in human food. Food Sci. Technol., v. 37, n. 6, p.
709-718, 2003.

SILVA, V.D.M.; MARCO, L.M.; AFONSO, W.O., LOPES, D.C.F, JANUARIO, J.N.;
AGUIAR, M.J.B.; STARLING. A.L.P.; SILVESTRE, M.P.C. Preparation of low-
phenylalanine whey hydrolysates, usin papain and pancreatin immobilized on
activated carbon and alumina. Am.J. Food Technol., v. 2, n. 5, p. 327-341, 2007.

SILVESTRE, M.P.C., DAUPHIN, C., HAMON, M. Application of UV absorption and
second-derivative spectrophotometry for analysing casein hydrolysates. Anal. Chim.
Acta., v. 282, p. 603-612, 1993.

SILVESTRE, M.P.C. ; VIEIRA, C.R.; SILVA, M.R. ; SILVA, M.C; LOPES Jr, C.O,;
SILVA, V.D.M. Use of an enzymatic process for extracting and hydrolysing rice

proteins aiming phenylalanine removal. Int. J. Food Engineer., v. 5, n. 1, art. 2, 2009.

SMITHERS, G.W.; BRADFORD, R. S. New casein products: fresh opportunities for the
dairy industry., Food Res. Quart., Stanford, v. 51, n. 1, p. 92-98, 1991.

SOARES, R. D. L.; BIASUTTI, E. A. R.; CAPOBIANGO, M.; VIEIRA, C. R.; SILVA, V. D.
M.; JANUARIO, J. N.; AGUIAR, M.Jb.; SILVESTRE, M. P. C. Preparation of



51

enzymatic skim milk hydrolysates with low phenylalanine content. Acta Farmac.
Bonaer., v. 25, p. 325-332, 2006.

SOARES, R. D. L.; CAPOBIANGO, M.; BIASUTTI, E. A. R; SILVESTRE, M. P. C.
Enzime-catalyzed production of oligopeptides from skim milk. Food Biotechnol., v.
21, n. 1, p. 45-56, 2007.

SOUZA, C.F.M, SCHWARTZ, L.V., GIUGLIANI, R. Triagem neonatal de disturbios
metabdlicos. Cién. Saud. Colet., v. 7, p. 129-137, 2002.

SOUZA, M\W.S.; BIASUTTI, E.A.R.; CARREIRA, R.L.; AFONSO, W.O.; SILVA, V.D.M,;
SILVESTRE, M.P.C. Obtaining oligopeptides from whey: use of subtilisin and
pancreatian. Am. J. Food Tecnol., v. 3, p. 315-324, 2008.

STARLING, A.L.P.; AGUIAR, M.J.B.; KANUFRE, V.C.; SOARES, S.F. Fenilcetonaria.
Rev. Méd. Minas Gerais, v. 9, p. 106 - 110, 1999.

STRYER, L. Bioquimica. 3. ed. Rio de Janeiro: Guanabara Koogan S. A., 1988. 1089 p.

SVENNING, C.; MOLLAND, T.; LANGSRUD, T.; VEGARUD, G.E. A characterization
study of peptides derived from casein proteolysis. In: IDF (International Dairy
Federation) Sem. Protein Fat glob. Mod., p. 96-106, 1993.

SWAISGOOD, H.E. Caracteristicas de los fluidos nutritivos de origem animal: leche. In:
FENNEMA, O.R. Quimica de los alimentos. Zaragoza: Acribia, 1993. p. 889-930.

TESMER, E.; VETTER, M.; RAFFLER, G.; SCHWEIKHARDT, F. Process of making
phenilalanine-free food for infants and small children. Milupa GmbH & Co. KG,
Friedrichsdorf, Germany, Patents US 1996000682627, A23L 1/305, A23L 1/304;
09/10/1996; 07/04/1998.

TRAHMS, C.M. Cuidado nutricional nos distirbios metabdlicos. In: MAHAN, L.K;
STUMP, S.E. Alimentos, nutricdo e dietoterapia. 10. ed. Sdo Paulo: Roca, 2002. p.
745-775.

VAN RIIJN, M., HOEKSMA, M., SAUER, P., SZCZERBAK, B., GROSS, M,
REIJNGOUD, D., VAN SPRONSEN, F. Protein metabolism in adult patients with
phenylketonuria. Nutrition, v. 23, p. 445-453, 2007.



52

VIEIRA, C. R., BIASUTTI, E.A.R, CAPOBIANGO, M., AFONSO, W.O., SILVESTRE, M.
P. C. Effect of salt on the solubility and emulsifying properties of casein ans its triptic
hydrolysates. Ars Pharmaceutica, v. 47, n. 3, p. 281-292, 2006.

VIJAYALAKSHIMI, M.A.; LEMIEUX, L.; AMIOT, J. High performance size exclusion
liquid chromatography of small molecular weight peptides from protein hydrolysates
using methanol as a mobile phase additive. J. Lig. Chromatogr., v. 9, p. 3559-3576,
1986.

WALSH, M. K.; BROWN, R. J. Use of amino acid analysis for estimating the individual
concentrations of proteins in mixtures. J. Chrom. A., v. 891, p. 355-360, 2000.

WALZEM, R. L.; DILLARD, C. J.; GERMAN, J. B. Whey Components: Millennia of
Evolution Create Functionalities for Mammalian Nutrition: What We Know and What
We May Be Overlooking. Crit. Rev. Food Sci. Nutr., v.42, n. 4, p. 353-375, 2002.

WIT J. N. Nutritional and functional characteristics of whey proteins in food products. J.
Dairy Sci., v. 81, p. 597-608, 1998.

ZHANG, Y.; DORJPALAM, B; HO, C. T. Contribution of peptides to volatile formation in
the Maillard reaction of casein hydrolysate with glucose. J. Agric. Food Chem., v .
40, p. 2467-2471, 1992.

ZIEGLER, F.; OLLIVIER, J.M.; CYNOBER, L. MASINI, J.P.; COUDRAYLUCAS, C,;
LEVIS, E.; GIBOUDEAU, J. Eficiency of enteral nitrogen support in surgical patients:
small peptides vs. non-degraded proteins. Gut., v. 31, p. 1277-1283, 1990.

110 REFERENCIAS



53
TRABALHO EXPERIMENTAL

APRESENTACAO

A parte experimental deste trabalho foi redigida na forma de artigos cientificos e
dividida em dois capitulos (I e 1), estando apresentada na forma de fluxograma, na
Figura 2.

O primeiro capitulo refere-se a utilizacdo da protease do Aspergillus sojae e uso
do carvao ativado (CA) na obtencéo de leite com teor reduzido de fenilalanina (Phe).
Algumas variaveis, como a relacdo enzima:substrato, a relagdo proteina:carvao
ativado, o tempo e a temperatura de reacéo foram testadas, correspondendo a um total
estudado de 16 condigBes, de hidrolise protéica e de remocdo de Phe. A eficiéncia
desta remocdo foi avaliada por espectrofotometria derivada segunda (EDS),
determinando-se o teor de Phe livre no leite, assim como nas suas proteinas
hidrolisadas antes e apds o tratamento com CA.

No capitulo Il, a protease do Bacillus subtilis (subtilisina) foi empregada na
hidrolise das proteinas do leite, e o CA foi utilizado como meio adsorvente para a
remocdo de Phe, com o objetivo de se obter um leite com teor reduzido deste
aminoacido. Para isto, as mesmas condi¢cdes de reacdo avaliadas no capitulo anterior
foram aqui testadas. A eficiéncia da remocao foi avaliada pelo mesmo procedimento
empregado no capitulo anterior.

As conclusdes gerais estao descritas no capitulo Ill, onde foram comparados os

resultados obtidos empregando-se as duas enzimas.
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Figura 2. Principais etapas do trabalho experimenta |
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CAPITULO |

OBTENCAO DE LEITE COM TEOR REDUZIDO DE
FENILALANINA PELA ACAO DA PROTEASE DO Aspergillus
sojae E USO DO CARVAO ATIVADO

RESUMO

Visando o preparo de leite com baixo teor de fenilalanina (Phe), para ser introduzido na
dieta de fenilcetonuricos, inicialmente as proteinas foram hidrolisadas pela acdo de
uma protease do Aspergillus sojae, tendo sido testados o efeito da relacdo E:S, da
temperatura e do tempo de reagdo. Posteriormente, os hidrolisados protéicos foram
tratados com carvao ativado (CA) para remocao de Phe, empregando-se as relacdes
proteina:CA de 1:22, 1:44 e 1.88. A eficiéncia da remocao foi avaliada por
espectrofotometria derivada segunda, determinando-se o teor de Phe livre no leite e em
seus hidrolisados, apds tratamento com CA. Dentre todos os parametros estudados, o
melhor resultado foi obtido ao se empregar o tempo de 3h, a temperatura de 50°C, a
relacdo E:S de 4:100 e a relacdo proteina:CA de 1:22, tendo atingido 64,6% de
remocao e o teor final de Phe de 54,2mg de Phe/100ml de leite, permitindo assim a

utilizacéo sem restricdes deste alimento por pacientes fenilcetonuricos.

Palavras-chave : leite; hidrélise enzimética; carvao ativado; fenilalanina; fenilcetonuria.
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ABSTRACT

PREPARATION OF MILK WITH LOW PHENYLALANINE CONTENT BY THE
ACTION OF A PROTEASE FROM Aspergillus sojae AND THE USE OF ACTIVATED
CARBON. Aiming the preparation of milk with low phenylalanine (Phe) content to be
introduced in the phenylketonurics’ diet, its proteins were initially hydrolyzed by the
action of a protease from Aspergillus sojae, and the effect of the E:S ratio, temperature
and reaction time was tested. Then, the protein hydrolysates were treated with activated
carbon (AC) for removing Phe, using protein:AC ratios of 1:22, 1:44 and 1:88. The
efficiency of Phe removal was evaluated by second derivative spectrophotometry,
determining the Phe content in milk and in its hydrolysates, after treatment with AC.
Among all the parameters studied, the best result was obtained when using a reaction
time of 3h, a temperature of 50C, an E: S ratio of 4:100 and a protein:AC ratio of 1:22,
reaching 64.6% of Phe removal and a final content of 54.2mg/100ml of milk, which

allows the unrestricted use of this food by phenylketonurics patients.

Keywords: milk; enzymatic hydrolysis; activated carbon; phenylalanine;

phenylketonuria.
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1 INTRODUCAO

A fenilcetonudria é uma doenca genética, causada por uma mutagcédo no gene que
codifica a enzima fenilalanina hidroxilase, ativa no figado e responsavel pela
transformacao de fenilalanina (Phe) em tirosina (Tyr). O tratamento da fenilcetonuaria é
realizado, principalmente, através de uma alimentacédo restrita em alimentos protéicos
naturais, e no controle na ingestdo de Phe, utilizando-se férmulas constituidas de
misturas de aminoacidos livres, isentas de Phe. Entretanto, por serem importadas,
essas formulacdes sédo de alto custo, aléem de resultarem em uma dieta mondétona e
pouco palatavel (MIRA & MARQUEZ, 2000; MALLOY-DINIZ et al., 2004, HAMMAN et
al., 2005; MONTEIRO & CANDIDO, 2006; WASSERSTEIN et al., 2006).

O leite ocupa um lugar relevante na alimentacdo do brasileiro, especialmente
devido as suas propriedades nutritivas, no entanto, sua introducdo na alimentacao de
fenilcetonuricos € proibida. Neste sentido, seria de grande interesse desenvolver um
leite contendo teor reduzido de fenilalanina, para que pudesse ser incorporado na dieta
de fenilcetonuricos, atendendo, assim, a grande demanda que vai desde a infancia até
a fase adulta (KANUFRE et al, 2001).

O processo de remocao de fenilalanina consiste, basicamente, de duas etapas:
a liberacdo da Phe do material protéico e sua posterior remocéao. A liberacdo da Phe se
da através da hidrélise quimica ou enzimatica, e a remocgao € feita por tratamentos
diferenciados, empregando-se diversos meétodos, como adsor¢cdo em carvao ativado
(CA) ou resinas de adsorcédo (LOPES et al. 2004, 2006; DE MARCO et al., 2005;
CAPOBIANGO et al., 2006; SOARES et al., 2006; SILVA et al., 2007; LOPES Jr, 2008;
SILVESTRE et al., 2009), cromatografia de troca ionica, peneira molecular, filtragdo em
gel, além de desaminacédo deste aminoacido pela enzima fenilalanina aménia liase. A
escolha do método deve considerar a relacdo custo/eficiéncia, a praticidade e a
reprodutibilidade (MIRA & MARQUEZ, 2000).

O laboratério de Bromatologia/Pesquisa da UFMG tem realizado estudos de
remocao de Phe do soro de leite e do leite, que diferentemente do presente trabalho,
foi empregado na forma de p6 e desnatado e sob condi¢cdes de hidrdlise e remocao de
Phe diferenciadas (menores concentragcbes de matéria-prima, maiores relacdes
enzima:substrato e maiores quantidades de CA), usando carvao ativado ou resinas
como meio adsorvente (LOPES et al., 2004; DELVIVO et al., 2006; SOARES et al.,
2006; LOPES et al., 2007). Nos trabalhos de remocéo de Phe de cereais, realiza-se a
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extracdo prévia da proteina por métodos quimicos ou enziméticos (BIZZOTTO et al.,
2006a,b; CAPOBIANGO et al., 2006; VIEIRA, et al., 2008). O CA e uma resina de
adsorcao foram testados, anteriormente, no Laboratorio de Bromatologia/Pesquisa da
UFMG, tendo sido eficientes na remocédo de Phe de hidrolisados protéicos de fontes
diversas e empregando condi¢cdes de hidrélise variadas (DE MARCO et al., 2004;
LOPES et al., 2004; BIZZOTTO et al., 2006a; CAPOBIANGO et al., 2006; DELVIVO et
al., 2006; SOARES et al.,2006; SILVA et al., 2007; SILVESTRE et al., 2009).

A avaliacdo da remocédo de Phe é feita pela quantificacdo deste aminoacido na
matéria-prima e nos seus hidrolisados protéicos, apds o tratamento com CA. A
quantificacdo do teor de Phe final pode ser feita por diferentes métodos, destacando-se
a espectrofotometria derivada segunda (EDS) (GRANT & BATTACHARYYA, 1985;
ICHIKAWA & TERADA, 1977, 1979, 1981a, b; ROJAS et al., 1988). A EDS tem sido
utilizada em diversos estudos realizados no Laboratério de Bromatologia/Pesquisa da
Faculdade de Farméacia da UFMG, para a quantificacdo de Phe em hidrolisados
protéicos obtidos pela acdo de varias proteases e fontes protéicas (SILVESTRE et
al.,1993; DELVIVO et al., 2005; DE MARCO et al., 2005; LOPES et al., 2005; SILVA et
al., 2005a,b; BIZZOTTO et al., 2006a,b; CAPOBIANGO et al., 2006; SOARES et al.,
2006; SILVESTRE et al., 2009).

O presente trabalho representa um passo relevante no processo de obtencao de
leite com teor reduzido de Phe para ser introduzido na alimentacéo de fenilcetonuricos.
Neste sentido, este estudo teve como objetivos otimizar a remocao de Phe do leite,
empregando-se na hidrolise de suas proteinas uma protease do Aspergillus sojae, e
verificando-se o efeito de diversos parametros neste processo, tais como relagéao
enzima:substrato, tempo e temperatura de reacdo. Além disso, estudou-se a influéncia

da relacéo proteina:CA no processo de remocao de Phe pelo carvao ativado.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 MATERIAL

O leite integral UHT (ltambé, Para de Minas, Minas Gerais) foi adquirido no
comércio de Belo Horizonte, MG, Brasil. A protease de Aspergillus sojae (Corolase®
LAP, amino-exopeptidase — EC 3.4.11.1, atividade 63,9 U/mL, pH 6timo entre 6 e 9,

temperatura 6tima entre 55 e 70 °C), foi cedida pela AB Enzymes Brasil Comércio Ltda
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(Barueri, SP, Brasil). O carvao ativado (CA) com trés diferentes granulometrias (20 x 50
mesh, 12 x 25 mesh, 6 x 12 mesh série Tyler) foi adquirido da Carbomafra S.A.

(Curitiba, PR, Brasil). Os demais reagentes foram de grau analitico.

2.2 METODOS

2.2.1 Determinacdo da composicao quimica do leite

A composicdo quimica do leite foi determinada segundo as metodologias
descritas pela Association of Official Analytical Chemists (AOAC, 1995), sendo todas as
analises realizadas em triplicatas. O teor de umidade foi determinado por dessecacao
em estufa ventilada (Quimis Q-314M242 série 020, Diadema, SP) a 105 °C até peso
constante; o teor de proteina, pelo método de micro-Kjeldahl utilizando 6,38 como fator
de conversdo de nitrogénio total para proteina total (GREENFIELD & SOUTHGATE,
1992); os minerais, por incineracdo em mufla a 550 °C e os lipideos foram
determinados pelo método de BLIGH & DYER (1959). O teor de carboidratos foi
calculado pela diferenca entre 100 e a soma das porcentagens de agua, proteinas,
lipideos totais e cinzas totais.

2.2.2 Hidrdlise enziméatica das proteinas do leite

Empregando-se a enzima de Aspergillus sojae para hidrolisar as proteinas do
leite, foram obtidos 16 hidrolisados, tendo sido variados os seguintes parametros:
temperatura, tempo de reacdo e relacdo enzima:substrato (Tabela I.1). Inicialmente,
50 mL de leite foram colocados em erlenmeyer e o pH medido (6,7). Em seguida,
levou-se ao banho de vaselina liquida, sobre agitador magnético, com agitacdo
constante, para que fosse atingida a temperatura a ser avaliada. Apos a estabilizacao
da temperatura, adicionou-se a enzima na quantidade suficiente para atingir a relacao
E:S desejada. Ao final da reacdo, o processo foi interrompido por aguecimento em
banho-maria a 75 °C por 15 segundos, a fim de inativar a enzima, confirmado pela
medida da atividade enzimatica antes e ap0s o tratamento térmico, pelo método de
DIAS et al. (2008).
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Tabela 1.1: Parametros empregados no preparo dos hi  drolisados protéicos de

leite e na remocé&o de fenilalanina

Hidrolise enzimética Remocéo de Phe
Hidrolisados
Temperatura Tempo E:S Relacao proteina:CA
H1 30°C 1h30min 1 1:22
H2 30°C 3h 1 1:22
H3 30°C 5h 1 1:22
H4 50 °C 1h30min 1 1:22
H5 50 °C 3h 1 1:22
H6 50 °C 5h 1 1:22
H7 30°C 1h30min 2 1:22
H8 30°C 3h 2 1:22
H9 30°C 5h 2 1:22
H10 50 °C 1h30min 2 1:22
H11 50 °C 3h 2 1:22
H12 50 °C 5h 2 1:22
H13 30°C 5h 4 1:22
H14 50 °C 3h 4 1:22
H15 50 °C 3h 4 1:44
H16 50°C 3h 4 1:88

E:S = Relacdo enzima substrato; CA = carvao ativado

2.2.3 Remocéo de fenilalanina dos hidrolisados prot  éicos de leite

A Phe foi removida dos hidrolisados protéicos de leite pela utilizacdo do CA
como meio adsorvente. Foi empregado o procedimento de passagem por coluna,
desenvolvido no mesmo laboratério do presente trabalho (SOARES et al., 2006). O CA
foi hidratado com &agua destilada por 10 min sob agitagdo constante e, em seguida,
colocado em seringa descartavel de 10 mL contendo filtro de nylon com |a de vidro. A
coluna de carvao ativado foi montada colocando-se primeiro o carvdao de menor
granulometria, seguido pelo de média e por ultimo o de maior granulometria. Em
sequéncia, os hidrolisados foram passados pela coluna em quantidade suficiente para

atingir a relacao proteina:CA desejada, e submetidos a pressao (compressor Diapump,
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Fanem, mod. 089-A, série BE11778, Sao Paulo, SP, Brasil), tendo sido recolhidos os

eluatos.

2.2.4 Efeito de alguns parametros sobre o preparo d o0s hidrolisados proté€icos

com baixo teor de fenilalanina

O efeito da temperatura foi avaliado testando-se os valores de 30 °C e 50 °C. O
efeito do tempo de reacao foi testado utilizando-se os valores de 1h30min, 3h e 5h.
Para o estudo da influéncia da relagdo enzima:substrato foram utilizadas as relacdes
de 1:100, 2:100 e 4:100. Finalmente, o efeito da relacao proteina:CA, foi estudado nas
seguintes proporcoes 1:22, 1:44 e 1:88 (Tabela I.1).

2.2.5 Avaliacao da eficiéncia da remocéao de fenilal anina

A avaliacao da eficiéncia de remocao de Phe, pelo CA, foi realizada pela medida
do teor de Phe livre, no leite e seus hidrolisados, apoOs tratamento com CA,
empregando-se a espectrofotometria derivada segunda (LOPES et al., 2005). As
amostras foram submetidas a hidrolise acida (HCI a 5,7 mol/L, 110 C, 24 h) e, apés
ajuste do pH para 6,0, com solugdo de fosfato de sédio bibasico (1 mol/L), foram
submetidas as leituras de absorvancia na faixa de 250 a 280 nm. Foram tracados o0s
espectros de derivada segunda (Espectrofotbmetro CECIL modelo CE2041, Buck
Scientific, Hanslope, Inglaterra) e a &rea do terceiro pico negativo foi usada para
calcular a quantidade de Phe presente nas amostras, empregando-se a curva padrao.
O software GRAMS-UV (Galactic Industries Corporation, Salem, EUA) foi utilizado para
tracar os espectros da derivada segunda.

Para a curva padréo, solucdes estoques de Phe (6,05 x 10 mol/L), Tyr (5,52 x
10™ mol/L) e Trp (4,90 x 10 mol/L) foram preparadas em tampéo fosfato de sédio a
0,01 mol/L (pH 6,0). Em seguida, 10 mL de cada uma destas solucdes foram
misturados e a solucdo obtida foi diluida, sucessivamente, de maneira a se obter
concentracdes de Phe variando de 0,067 a 2,018 x 10 mol/L. A eficiéncia da remoc&o

de Phe foi calculada de acordo com a equacgéo (1)

% Remocéao de Phe = teor de Phe inicial — teor de Phe final x 100
teor de Phe inicial
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sendo,
Teor de Phe inicial = teor de Phe no leite
Teor de Phe final = teor de Phe no leite hidrolisado, apos tratamento com carvao

ativado
2.2.6 Andlise estatistica

Todos os experimentos foram realizados em trés repeticbes e as analises
foram realizadas em triplicata. Para comparar a porcentagem de remocdo de
fenilalanina dos hidrolisados protéicos, utilizou-se a Analise de Variancia (ANOVA fator

anico) e o Teste de Duncan para comparacdo de meédias, ambos a 5% de
probabilidade (PIMENTEL-GOMES, 2000).

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 COMPOSICAO QUIMICA DO LEITE

Os dados referentes & composicdo quimica do leite estdo apresentados na
Tabela I.2.

Tabela I.2: Composig¢éo quimica do leite

Componentes Resultados” R6tulo” TBCA® NOGUEIRA*
Umidade (g/100g) 88,58 - 86,68 88,26
Proteinas (g/100g) 2,99 3,10 2,97 2,87
Lipideos (g/1009) 2,72 3,00 3,04 2,81
Cinzas (g/100q9) 0,67 - 0,79 0,76
Carboidratos (g/100g) 5,04 4.4 6,52 5,30

Fonte: 'Resultados obtidos no presente trabalho. “Dados disponiveis no rétulo do produto. > TBCA -
Tabeta Brasileira de Composicdo de Alimentos, USP (2008). * NOGUEIRA (2007).
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Observa-se que, embora o emprego de diferentes métodos de analise, assim
como o fato de que diversos fatores sdo capazes de influenciar a composi¢do quimica
do leite (SGARBIERI et al., 1996; ORNELLAS, 2001), os resultados obtidos estdo muito
proximos dos descritos na literatura e dos citados no rotulo do produto. Os dados da
literatura utilizados para comparagao de resultados referem-se a trabalhos realizados
com leite integral UHT, sendo que no de NOGUEIRA (2007) foram utilizadas as

mesmas metodologias do presente trabalho.

3.2 EFICIENCIA DA REMOCAO DE FENILALANINA

Os resultados obtidos para a remocdo de Phe dos diferentes hidrolisados
protéicos de leite estdo expostos na Tabela 1.3, onde os valores estdo apresentados
em termos de porcentagem de remocao de Phe e em teor final de Phe (mg de Phe/
100 mL de leite), sendo esta ultima, a forma mais apropriada para os célculos de
adequacdo das prescricbes dietéticas de substitutos protéicos destinados a
fenilcetonuricos, além de atender a regulamentacéo técnica que normatiza a rotulagem
nutricional de alimentos (BRASIL, 2002, 2003). O teor de Phe encontrado no leite foi de
153 mg/100 mL, resultado bastante semelhante aos encontrados na literatura que
foram de 157 mg/100 ml e 173 mg/100 mL, relatados por VERRUMA e SALGADO
(1994) e LAURINDO et al. (1992), respectivamente, para leite de vaca integral.

Como pode ser observado, o carvao ativado se mostrou eficaz na remocéao de
fenilalanina de leite hidrolisado pela acdo da protease do Aspergillus sojae, sendo que
0 percentual de remocao variou entre 16,3% e 64,6%, obtendo um teor final de Phe
entre 54,2mg e 128,1mg de Phe por 100mL de leite. Dentre todas as condicbes de
hidrolise testadas, 11 delas (H2, H4, de H7 a H9 e de H11 a H17) deram origem a um
leite com baixo teor de Phe que poderia ser utilizado na dieta de pacientes
fenilcetonduricos, pois, segundo a legislacéo brasileira, o limite méximo de Phe permitido
em formulacdes dietéticas destinadas a estes pacientes € de 100 mg de Phe/100 mL
de produto. Vale, ainda, ressaltar que as proteinas deste leite estdo hidrolisadas, sendo
esta a forma em que estes nutrientes sdo mais rapidamente absorvidos pelo
organismo, por apresentarem menor osmolaridade, melhor tolerancia e aceitacdo, em
relacdo as misturas de aminoacidos livres que sdo comumente utilizadas na dieta
destes pacientes (FRENHANI & BURINI, 1999).
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Tabela 1.3: Percentual de remocéo e teor final de f enilalanina dos hidrolisados

protéicos de leite

T Remocéao de Phe Teor final de Phe

Hidrolisados (%) (Mg/100 mL de leite)
H1 31,89 104.,5
H2 35,4°1 99,0
H3 30,1" 107,1
H4 51,8° 73,8
H5 33,5'" 101,9
H6 16,3' 128,1
H7 42,7° 87,8
H8 39,3% 93,0
H9 48,3° 79,2
H10 31,29" 105,4
H11 56,4° 66,7
H12 42,49 88,2
H13 52,0° 73,5
H14 64,62 54,2
H15 36,8°f 96,7
H16 39,1% 93,3

Phe=fenilalanina. Teor final de Phe = teor de Phe dos hidrolisados apos tratamento com
carvao ativado. Médias indicadas por letras iguais ndo diferem entre si a 5% de
probabilidade pelo teste de Duncan.

Em estudos realizados no mesmo laboratério do presente trabalho, a Phe foi
removida do leite, sendo nestes casos, utilizado como matéria-prima na forma de po e
desnatado (LOPES et al.,, 2006 e SOARES et al., 2006). Além disso, as condi¢cbes
experimentais utilizadas foram diferentes, principalmente as relacionadas a
concentracdo da matéria-prima (0,359/100 ml), tipo e modo de emprego das enzimas
(protease de Aspergillus oryzae — AO, associada com papaina - PA) , relacdo E:S
(1:100 AO + 2:100 PA, 10:100 AO + 20:100 PA, para LOPES et al., 2006 e SOARES et
al., 2006, respectivamente) e relacdo proteina:CA (1:118 e 1:90, para LOPES et al.,
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2006 e SOARES et al., 2006, respectivamente). Acrescenta-se, ainda, que no estudo
de LOPES et al. (2006), o CA foi utilizado em solucdo. Assim, neste ultimo trabalho foi
possivel obter até 99% de remocao de Phe, enquanto que no estudo de SOARES et al.
(2006) o maior valor obtido foi de 98%, resultados estes bem superiores ao maximo
obtido no presente trabalho. Ressalta-se, entretanto, que o emprego de uma solucao
muito diluida de matéria-prima (24 vezes menos concentrada do que a do presente
trabalho), assim como de uma quantidade de CA muito elevada (até 5 vezes maior do
que a do presente trabalho) tornariam o processo economicamente inviavel para ser
adaptado em larga escala. Acrescenta-se, ainda, as desvantagens econdmicas e
tecnoldgicas de se utilizar, como no estudo de SOARES et al., 2006, valores muito
elevados de relagcéo E:S (10:100 AO + 20:100 PA).

N&o foram encontrados na literatura dados de outros autores sobre a remocao
de Phe de leite. Apenas dois trabalhos estudaram a remocdo de Phe da principal
proteina do leite. Assim, LOPEZ-BAJONERO et al. (1991) removeram 92% de Phe de
hidrolisados protéicos de caseina, obtidos pela acdo de uma protease do Aspergillus
oryzae (E:S = 1:100, 5h de reacao), seguida da papaina (E:S = 2:100, 21 h de reacéo),
tratados com CA (em uma relacdo de 3g de CA por g de caseina). Ja MOSZCZYNSKI
& IDZIAK (1993), utilizando um sistema de trés enzimas (quimotripsina,
carboxipeptidase A e leucina aminopeptidase,), todas empregadas em uma relagcéo E:S
de 1:100, a uma temperatura de 40 °C, durante 72h de reacdo e a um pH de 8,6,
também removeram, através do CA (375mg de CA para 10 mL de hidrolisado) , 89,5%
de Phe de hidrolisados de caseina. Cabe ressaltar que em ambos os trabalhos foram
utilizados tempos extremamente longos de reacdo (26h e 72h, respectivamente),
tornando tais métodos inviaveis para aplicacdo em larga escala, além de elevar a

possibilidade de uma contaminacdo microbiana.

3.3 EFEITO DE ALGUNS PARAMETROS SOBRE A REMOCAO DE FENILALANINA

Todos os parametros foram analisados levando-se em consideragédo a reducgéo
dos custos do processo para adaptacdo em larga escala. Assim, o emprego de uma
menor relacdo E:S esta associado a utilizacdo de menor quantidade de enzima
necessaria para a hidrélise; o de uma menor temperatura e tempo de reacdo esta
associado a reducdo de formacdo de produtos de degradacdo, além de menor

consumo de energia; o de uma menor quantidade de carvédo ativado (maior relacao
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proteina:CA), implica em menores gastos, por ser o insumo de maior custo utilizado no
processo.

3.3.1 Efeito do tempo de reacéo

Para se avaliar o tempo de reagdo sobre a remocdo de Phe, os hidrolisados
foram divididos em quatro grupos (Figura 1.1), visando manter constantes a
temperatura e a relacdo enzima:substrato (E:S): grupo 1 = 30 °C e 1:100; grupo 2 =
50 °C e 1:100; grupo 3 =30°C e 2:100 e grupo 4 =50 °C e 2:100.

60 1
50 A

40 - E5h

E3h
30 1

M 1h30min
20

Remocao de Phe (%)

10 ~

grupo 1 grupo 2 grupo 3 grupo 4
30T, 1:100 50T, 1:100 30T, 2:100 50T, 2:100

Condigdes de reacéo

Figura I.1: Efeito do tempo de reacéo sobre a remo¢  ao de Phe dos hidrolisados protéicos.  1:100 e

2:100 = valores para relacdo E:S. Médias indicadas por letras iguais, para um mesmo grupo, néo diferem
entre si a 5% de probabilidade.

Observa-se na Figura 1.1 que a vantagem da utilizacdo de um menor tempo de
reacao ocorreu em todos os casos do grupo 2 (5h para 3h e 3h para 1h30min) e em um
caso do grupo 4 (5h para 3h), pois obteve-se maior remog¢ao de Phe. Para o grupo 1, a
reducdo do tempo de reacédo ndo apresentou diferenca significativa entre os resultados
obtidos e, apenas ao se trabalhar a temperatura de 30 °C e E:S de 2:100 (grupo 3), o

emprego do tempo de reacdo mais elevado (5h) foi necessério para se obter a maior
remocao de Phe.
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Teoricamente, ndo seria esperado que o emprego de um menor tempo de
reagdo ndo alterasse ou levasse a uma maior remogédo de Phe. Entretanto, os
resultados aqui obtidos demonstraram que, pelo menos, em algumas situacdes isto
pode ocorrer. Assim, no grupo 1 observou-se esta manutencdo nos resultados de
remogcdo de Phe com a utilizagdo de um menor tempo de reacdo. Uma provavel
explicagdo para isto estaria associada ao fato de que alguns fatores poderiam estar
contribuindo para a reducédo da taxa de hidrolise, com o passar do tempo. Assim, de
acordo com GUAN et al. (2007), dentre estes fatores encontram-se a reducdo das
ligacBes peptidicas especificas para acdo da enzima, a inativagcdo enzimatica e a
competicdo entre a proteina nativa e os peptideos formados constantemente durante a
hidrolise. Ja nos dois casos do grupo 2 (5h para 3h e para 1h30min) e em um caso do
grupo 4 (3h para 1h30min), ocorreu uma elevacdo da remocao de Phe. Nestes casos,
ao se utilizar um maior tempo de reacdo pode ter havido uma maior desnaturacao
protéica impedindo a agdo enzimatica, e complexacdo das proteinas ja hidrolisadas
com a lactose e o célcio, impedindo uma remoc&o mais eficiente de Phe (GUAN et al.,
2007).

N&o foram encontrados na literatura trabalhos que avaliassem o efeito do tempo

de hidrélise sobre a remocéo de Phe de hidrolisados protéicos.

3.3.2 Efeito da temperatura de reacao

Para esta avaliacdo, os hidrolisados foram divididos em seis grupos (Figura 1.2),
visando manter constantes a relacdo E:S e o tempo de reacdo: grupo 1 = 1:100 e
1h30min; grupo 2 = 1:100 e 3h; grupo 3 = 1:100 e 5h; grupo 4 = 2:100 e 1h30min;
grupo 5 =2:100 e 3h e grupo 6 = 2:100 e 5h.

Observa-se na Figura |.2 que a vantagem do emprego da menor temperatura de
reacao (30°C) ocorreu para 0s grupos 3, 4 e 6, pois obteve-se maior remocéo de Phe.
Para o grupo 2, ndo se encontrou diferenca significativa entre os resultados obtidos
para as duas temperaturas testadas. Por outro lado, a utilizacdo da temperatura de
50 °C foi benéfica para os grupos 1 e 5, levando a uma maior remocao de Phe que a
de 30 °C.

Era de se esperar que, trabalhando com valores de temperatura dentro ou
proximo da faixa Otima de atuacdo da enzima, como € o caso de 50 °C, poderia
favorecer a hidrolise protéica e, consequentemente, a liberacdo e a remocao de Phe.
Entretanto, para a maioria dos casos estudados isto nao foi observado (grupos 2, 3,4 e
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6) e o emprego da temperatura de 30 °C foi mais vantajoso, 0 que € interessante do
ponto de vista econdmico. Estes resultados indicam que fatores, tais como o grau de

desnaturacao protéica, associado a quantidade de enzima e tempo de reacdo, podem
interferir nos resultados.
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e\o’ ] a b
2 b
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a
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grupo 1 grupo 2 grupo 3 grupo 4 grupo 5 grupo 6
1:100, 1h30min 1:100, 3h 1:100, 5h  2:100, 1h30min 2:100, 3h 2:100, 5h

CondicOes de reacéo

Figura 1.2: Efeito da temperatura sobre a remo¢cdo d e Phe dos hidrolisados protéicos. 1:100 e
2:100 = valores para relacdo E:S. Meédias indicadas por letras iguais, para um mesmo grupo, nao
diferem entre si a 5% de probabilidade.

N&o foram encontrados na literatura dados de outros autores sobre a influéncia
da temperatura de hidrolise sobre a remocdo de Phe de leite. No entanto, este
parametro foi, anteriormente, avaliado no mesmo laboratério do presente trabalho, ao
se utilizar a papaina no preparo de feijdo com baixo teor de Phe. Assim, LOPES Jr.
(2008), observou que o emprego de maior temperatura (25 °C e 50 °C) influenciou
positivamente a remocdo de Phe, obtendo resultados de 69,9% e 81,5%,
respectivamente, ao se empregar a protease de Papaya carica, na relacdo E:S de
10:100, por 5 horas.
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3.3.3 Efeito da relacdo enzima:substrato

Para esta avaliacdo, os hidrolisados foram divididos em seis grupos (Figura 1.3),
mantendo-se constantes os valores de temperatura e tempo de reagdo: grupo 1 =
30 °C e 1h30min; grupo 2 = 30 °C e 3h; grupo 3 = 30 °C e 5h; grupo 4 = 50 °C e
1h30min; grupo 5 =50 °C e 3h e grupo 6 = 50 °C e 5h.

Foram testadas as relacdes E:S de 1:100 e 2:100 em todos os grupos, enquanto
que a relacdo E:S de 4:100 somente foi testada nos grupos 3 e 5, a fim de avaliar a
influéncia do emprego de uma maior quantidade de enzima, apenas nas condi¢cdes em

gue se obteve os maiores teores de remocao, a 30 °C e a 50 °C, respectivamente.
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Figura 1.3: Efeito da relacdo E:S sobre a remocdo d e Phe dos hidrolisados protéicos. Médias

indicadas por letras iguais, para um mesmo grupo, ndo diferem entre si a 5% de probabilidade.

Como pode ser observado na Figura 1.3, a vantagem da utilizacdo de uma
menor quantidade de enzima (menor relacdo E:S) ocorreu apenas para o grupo 4 (de
2:100 para 1:100), e ndo apresentou diferenca significativa para o grupo 2. J4 para 0s
grupos 1, 3, 5 e 6, o emprego de uma maior relagcdo E:S (2:100 ou 4:100) foi

necessario para se obter uma maior remocao de Phe.
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Em outros estudos realizados anteriormente no Laboratério de
Bromatologia/Pesquisa, utilizando-se como matéria-prima leite em pd desnatado,
diversas enzimas e condicbes de hidrélise protéica foram testadas, e os valores
reportados apresentaram a mesma variagcado do presente trabalho, ou seja, em alguns
casos, o emprego de uma maior relacdo E:S foi vantajoso, em outros nao afetou ou foi
prejudicial para a remocéo de Phe (LOPES et al., 2006; SOARES et al., 2006).

O conjunto destes resultados demonstra que, apesar de se esperar,
teoricamente, que o emprego de uma maior relacdo E:S, uma maior temperatura e
maior tempo de reacdo, leve a um maior grau de hidrdlise e, consequentemente, a uma
maior exposi¢cao de Phe e a um menor teor final de Phe, na préatica, esse procedimento
€ bem mais complexo do que o esperado e depende de outros fatores, tais como tipo e

atividade da enzima, tipo e concentracéo de substrato e pH.

3.3.4 Efeito da relagéo proteina:carvao ativado

A avaliacdo do efeito da relacdo proteina:carvao sobre a remocédo de Phe foi
realizada comparando-se os resultados obtidos para os hidrolisados H14 (relacdo
proteina:CA = 1:22), H15 (relagdo proteina:CA = 1:44) e H16 (relacdo proteina:CA =
1:88).

Observa-se na Figura 1.4 que a vantagem da utlizacdo de uma menor
quantidade de CA (maior relacdo proteina:CA) foi encontrada, uma vez que a maior
remocdo de Phe (64,6%) foi obtida com uma relacdo proteina:CA de 1:22, a qual foi
bem superior as encontradas ao se utilizar maiores quantidades de carvao (1:44,
36,8% e 1:88, 39,1%).

Em estudo do mesmo Laboratorio do presente trabalho que avaliou o efeito da
relagdo proteina:CA na remocdo de Phe de leite, na forma em p6 e desnatado, foi
mostrado que, ao contrario do presente trabalho, o emprego de diferentes quantidades
de carvéao ativado (relacdes proteina C:A de 1:118, 1:90 e 1:60) ndo afetou a remocao
de Phe (média de 97%) (SOARES et al., 2006).
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Figura 1.4: Efeito da relacdo proteina:CA sobre a r emocao de Phe dos hidrolisados protéicos.

Médias indicadas por letras iguais ndo diferem entre si a 5% de probabilidade.

4 CONCLUSAO

Empregando-se diversas condi¢cdes de hidrélise das proteinas e quantidades
variadas de CA como meio adsorvente, foi possivel obter um leite com baixo teor de
Phe (54,2mg/100 mL) que poderia ser utilizado na dieta de pacientes fenilcetonaricos.
O melhor resultado obtido foi aquele em que se utilizou o tempo de reagao de 3h, a
temperatura de 50 °C, relacdo E:S de 4:100 e relacdo proteina:CA de 1:22, tendo
atingido 64,6% de remocéao de Phe.
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CAPITULO Il

EMPREGO DA PROTEASE DO Bacillus subtilis E DO
CARVAO ATIVADO NA OBTEN(;AO DE LEITE PARA
PACIENTES FENILCETONURICOS

RESUMO

Considerando a importancia do leite na dieta do brasileiro e a sua proibicao para
pacientes fenilcetonuricos, este trabalho teve como objetivo reduzir o teor de
fenilalanina (Phe) deste alimento. Para isso, varios hidrolisados enzimaticos foram
preparados, empregando-se uma protease do Bacillus subtilis e testando-se diversos
parametros de reacdo, como o efeito do tempo, da temperatura e da relagcdo E:S. A
remocado da Phe foi realizada empregando-se o carvao ativado (CA) como meio
adsorvente, e avaliou-se as relacdes proteina:CA de 1:22, 1:44 e 1:88. A eficiéncia da
remocao foi avaliada por espectrofotometria derivada segunda, determinando-se o teor
de Phe livre no leite e em seus hidrolisados, apés tratamento com CA. A maior
remocao de Phe (75,9%) foi obtida empregando-se o tempo de 5h, a temperatura de
50 °C, a relacao E:S de 4:100 e a relacdo proteina:CA de 1:22. Este ensaio originou um
leite com teor final de 36,9mg de Phe/100 ml, o que permitiria a sua utilizagdo por

pacientes fenilcetonuricos.

Palavras-chave : fenilcetondria; leite; proteinas, hidrélise protéica; remocdo de

fenilalanina.
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ABSTRACT

USE OF A PROTEASE FROM Bacillus subtilis AND ACTIVATED CARBON FOR
OBTAINING MILK FOR PHENYLKEONURIC'S PATIENTS. Considering the
importance of milk in the diet of Brazilian people and its restriction to patients with
phenylketonuria, this study aimed to reduce the phenylalanine (Phe) content of this
food. Thus, several enzymatic hydrolysates were prepared, using a protease from
Bacillus subtilis and the effect of some parameters were tested, such as E:S ratio, time
and temperature of the reaction. Phe removal was performed using activated carbon
(AC) as adsorbent support, and the protein:CA ratios of 1:22, 1:44 and 1:88 were
evaluated. The efficiency of Phe removal was estimated by second derivative
spectrophotometry, determining the Phe content in milk and in its hydrolysates, after
treatment with AC. The highest Phe removal (75.9%) was achieved using a reaction
time of 5h, a temperature of 50C, an E:S ratio of 4:100 and a protein:AC ratio of 1:22.
This assay resulted in a milk with a final Phe content of 36.9 mg /100 ml, which would

allow its use by patients with phenylketonuria.

Keywords: phenylketonuria; milk; proteins; protein hydrolysis; phenylalanine removal.
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1 INTRODUCAO

O leite € o produto da secre¢do das glandulas mamarias dos mamiferos, e
ocupa um lugar relevante na alimentagcédo de humanos de todas as idades, em especial
devido as suas importantes propriedades nutricionais. No entanto, sua utilizacdo na
dieta de pacientes fenilcetonuricos é proibida. A fenilcetondria (PKU) é um dos mais
comuns erros inatos do metabolismo, causada pela deficiéncia parcial ou total da
atividade da enzima fenilalanina hidroxilase (PAH), responséavel pela catalisacdo da
oxidacdo da fenilalanina (Phe) em tirosina (Tyr). A deficiéncia parcial ou total da
atividade desta enzima leva a um acumulo de Phe e de outros metabdlitos que
ocasionam um grave dano cerebral e, consequentemente, retardo mental
(RAMASWAMI & SMITH, 1997; HENDRIKSZ & WALTER, 2004; MONTEIRO &
CANDIDO, 2006; GIOVANNINI et al., 2007).

O tratamento da PKU, que deve ser iniciado até o 21° dia de vida, preconiza um
rigoroso controle da ingestdo protéica natural, de forma a manter os niveis de
fenilalanina dentro de limites que previnam o dano cerebral (STARLING et al., 1999;
HENDRIKSZ & WALTER, 2004). Devido a severa restricdo a proteinas naturais, 0s
fenilcetonuricos necessitam de uma fonte complementar de aminoacidos para garantir
crescimento e desenvolvimento normais.

No Brasil, sdo utilizadas misturas de aminoacidos livres, importadas e de
elevado custo. Aléem disso, a limitada oferta de alimentos com teores reduzidos de Phe,
no mercado brasileiro, torna a dieta mondtona, pouco atrativa e de dificil adesao (MIRA
& MARQUEZ, 2000). Dessa forma, as proteinas hidrolisadas, isentas ou com baixo teor
de fenilalanina, e com elevados teores de oligopeptideos, constituem uma boa
alternativa, uma vez que sdo mais efetivamente absorvidas e utilizadas pelo organismo
do que proteinas intactas e misturas de aminoacidos livres (KEOHANE et. al., 1985,
GRIMBLE et al., 1986; RERAT, 1993; BOZA et al., 2000).

Considerando a importancia do leite na alimentacdo, e o valor nutricional
superior de suas proteinas hidrolisadas frente as misturas de aminoacidos, seria de
grande interesse desenvolver tal alimento contendo teor reduzido de fenilalanina,
destinado a alimentacao de fenilcetonuricos.

Os meétodos utilizados para a remocdo da Phe baseiam-se em duas etapas
principais: a liberacdo deste aminoacido por hidrélise quimica ou enzimética, e

posterior remogcao por meios adsorventes diferenciados. No mesmo laboratério do
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presente trabalho, o tratamento enzimatico vem sendo empregado, e diversas
proteases e condi¢cdes de hidrolise ja foram avaliadas (MORATO et al.,, 2000;
CARREIRA et al., 2004; LOPES et al., 2005; MORAIS et al., 2005; SILVA et al., 2007;
SOARES et al., 2007). Posteriormente, a remocao de Phe é realizada empregando-se
meios adsorventes variados. Dentre eles, o carvao ativado foi utilizado com eficiéncia
por este mesmo grupo de pesquisa para remover a Phe de leite em p6 desnatado
(LOPES et al., 2006 e SOARES et al., 2006), soro de leite (DE MARCO, et al., 2005;
DELVIVO et al., 2005, 2006; SILVA et al., 2007), fub& de milho (CAPOBIANGO et al.,
2007), arroz (LOPES et al., 2008; SILVESTRE et al., 2009) e feijdo (LOPES Jr., 2008).

A eficiéncia da remocédo de Phe é efetuada por meio de sua quantificacdo na
matéria-prima, assim como em suas proteinas hidrolisadas, apos tratamento por um
meio adsorvente. Para quantificar o teor de Phe em proteinas intactas ou hidrolisadas,
a espectrofotometria derivada segunda (EDS) tem sido utilizada por diversos autores,
mostrando ser uma técnica rapida, util e confiavel (ICHIKAWA & TERADA,1977, 1979,
1981a,b; O'HARVER, 1979; GRANT & BHATTACHARYYA, 1985; ROJAS et al., 1988).
Esta técnica foi, igualmente, utilizada no mesmo laboratério do presente trabalho para a
avaliacdo da remocéao de Phe em diversos tipos de matéria-prima, tais como leite, na
forma em po e desnatado (LOPES et al., 2006; SOARES et al., 2006), soro de leite em
po (LOPES et al., 2007), fuba de milho (CAPOBIANGO et al., 2007), arroz (LOPES et
al., 2008; SILVESTRE et al., 2009) e feijao (LOPES Jr, 2008).

Assim, a partir da necessidade do desenvolvimento de alimentos que sirvam,
primordialmente, como fonte protéica de alta qualidade para fenilcetonuricos, o
presente trabalho teve como objetivo a obtencao de leite com teor reduzido de Phe.
Neste sentido, empregou-se na hidrolise de suas proteinas uma protease do Bacillus
subtilis (subtilisina), e verificou-se o efeito de diversos parametros neste processo, tais
como relacdo enzima:substrato, tempo e temperatura de reacdo. Além disso, estudou-
se a influéncia da relacdo proteina:CA no processo de remoc¢do de Phe pelo carvao

ativado.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 MATERIAL

O leite integral UHT (Iltambé, Para de Minas, Minas Gerais) foi adquirido no
comeércio de Belo Horizonte, MG, Brasil. A protease de Bacillus subtilis (Corolase® N,
metalo-protease — EC 3.4.24.28, atividade 3,6 U/mL, pH 6timo entre 6,5 e 7,5,
temperatura 6tima entre 45 e 55°C), foi cedida pela AB Enzymes Brasil Comércio Ltda
(Barueri, SP, Brasil). O carvao ativado (CA) com trés diferentes granulometrias (20 x 50
mesh, 12 x 25 mesh, 6 x 12 mesh série Tyler) foi adquirido da Carbomafra S.A.

(Curitiba, PR, Brasil). Os demais reagentes foram de grau analitico.

2.2 METODOS

2.2.1 Determinagdo da composi¢ao quimica do leite

A composicdo quimica do leite foi determinada segundo as metodologias
descritas pela Association of Official Analytical Chemists (AOAC, 1995), sendo todas as
analises realizadas em triplicatas. O método dessecagdo em estufa ventilada (Quimis
Q-314M242 série 020, Diadema, SP) a 105 °C até peso constante, foi utilizado para
determinar o teor de umidade; o teor de proteina foi obtido pelo método de micro-
Kjeldahl utilizando 6,38 como fator de conversao de nitrogénio total para proteina total
(GREENFIELD & SOUTHGATE, 1992); o teor de minerais obtido por incineracdo em
mufla a 550 °C e os lipideos foram determinados pelo método de BLIGH & DYER
(1959). O teor de carboidratos foi calculado pela diferenca entre 100 e a soma das

porcentagens de agua, proteinas, lipideos totais e cinzas totais.

2.2.2 Hidrdlise enziméatica das proteinas do leite

A protease de Bacillus subtilis (subtilisina) foi empregada para hidrolisar as

proteinas do leite, obtendo-se 16 hidrolisados, tendo sido variados 0s seguintes

parametros: relacdo enzima:substrato, temperatura e tempo de reacdo (Tabela I1.1).
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Inicialmente, 50 mL de leite foram colocados em erlenmeyer e o pH medido (6,7). Em
seguida, levou-se ao banho de vaselina liquida, sobre agitador magnético, com
agitacdo constante, para que fosse atingida a temperatura a ser avaliada. Apos a
estabilizacdo da temperatura, adicionou-se a enzima na quantidade suficiente para
atingir a relacdo E:S desejada. Ao final da reac&o, o processo foi interrompido por
aguecimento em banho-maria a 75 °C por 15 segundos, a fim de inativar a enzima,
confirmado pela medida da atividade enzimatica antes e ap0s o tratamento térmico,
pelo método de DIAS et al. (2008).

Tabela I1.1: Parametros empregados no preparo dos h idrolisados protéicos de

leite e na remocéo de fenilalanina

Remocéo de
Hidrolisados Hidrolise enzimatica Phe
Relacéo
Temperatura Tempo E:S Proteina:CA

H1 30°C 1h30min 1 1:22
H2 30°C 3h 1 1:22
H3 30°C 5h 1 1:22
H4 50°C 1h30min 1 1:22
H5 50°C 3h 1 1:22
H6 50°C 5h 1 1:22
H7 30°C 1h30min 2 1:22
H8 30°C 3h 2 1:22
H9 30°C 5h 2 1:22
H10 50°C 1h30min 2 1:22
H11 50°C 3h 2 1:22
H12 50°C 5h 2 1:22
H13 30°C 5h 4 1:22
H14 50°C 5h 4 1:22
H15 50°C 5h 4 1:44
H16 50°C 5h 4 1:88

E:S = Relag&o enzima substrato; CA = carvao ativado
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2.2.3 Remocéo de fenilalanina dos hidrolisados prot  éicos de leite

A remocéao da Phe foi realizada pela utilizacdo do CA como meio adsorvente,
empregando-se o procedimento de passagem por coluna, desenvolvido no mesmo
laboratério do presente trabalho (SOARES et al., 2006). O CA foi hidratado com &gua
destilada por 10 min sob agitacdo constante e, em seguida, colocado em seringa
descartavel de 10 mL contendo filtro de nylon com |& de vidro. A coluna de carvao
ativado foi montada colocando-se primeiro o carvao de menor granulometria, seguido
pelo de média e por ultimo o de maior granulometria. Em sequéncia, os hidrolisados
foram passados pela coluna em quantidade suficiente para atingir a relacéo
proteina:CA desejada, e submetidos a pressdao (compressor Diapump, Fanem, mod.
089-A, série BE11778, Séo Paulo, SP, Brasil), tendo sido recolhidos os eluatos.

2.2.4 Efeito de alguns parametros sobre o preparod  0s hidrolisados protéicos

isentos de fenilalanina

O efeito da temperatura foi avaliado testando-se os valores de 30°C e 50°C. O
efeito do tempo de reacao foi testado utilizando-se os valores de 1h30min, 3h e 5h.
Para o estudo da influéncia da relacdo enzima:substrato foram utilizadas as relacdes
de 1:100, 2:100 e 4:100. Finalmente, o efeito da relacdo proteina:CA, foi estudado nas

seguintes propor¢des 1:22, 1:44 e 1:88 (Tabela II.1).

2.2.5 Avaliacao da eficiéncia da remocéao de fenilal anina

A avaliagdo da eficiéncia de remocao de Phe, pelo CA, foi realizada pela
medida do teor de Phe livre, no leite e seus hidrolisados, apés tratamento com CA,
empregando-se a espectrofotometria derivada segunda (LOPES et al., 2005). As
amostras foram submetidas a hidrolise acida (HCI a 5,7 mol/L, 110 C, 24 h) e, apés
ajuste do pH para 6,0, com solugdo de fosfato de sédio bibasico (1 mol/L), foram
submetidas as leituras de absorvancia na faixa de 250 a 280 nm. Foram tracados 0s
espectros de derivada segunda (Espectrofotbmetro CECIL modelo CE2041, Buck
Scientific, Hanslope, Inglaterra) e a area do terceiro pico negativo foi usada para

calcular a quantidade de Phe presente nas amostras, empregando-se a curva padrao.
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O software GRAMS-UV (Galactic Industries Corporation, Salem, EUA) foi utilizado para
tragar os espectros da derivada segunda.

Para a curva padrdo, solucdes estoques de Phe (6,05 x 10* mollL),
Tyr (5,52 x 10 mol/L) e Trp (4,90 x 10 mol/L) foram preparadas em tampé&o fosfato de
sédio a 0,01 mol/L (pH 6,0). Em seguida, 10 mL de cada uma destas solu¢cbes foram
misturados e a solugdo obtida foi diluida, sucessivamente, de maneira a se obter
concentracdes de Phe variando de 0,067 a 2,018 x 10 mol/L. A eficiéncia da remocao

de Phe foi calculada de acordo com a equacéo (1)

% Remocé&o de Phe = teor de Phe inicial — teor de Phe final x 100
teor de Phe inicial

sendo,

Teor de Phe inicial = teor de Phe no leite

Teor de Phe final = teor de Phe no leite hidrolisado, apds tratamento com carvéo
ativado

2.2.6 Analise estatistica

Todos os experimentos foram realizados em trés repeticdes e as analises foram
realizadas em triplicata. Para comparar a porcentagem de remocéao de fenilalanina dos
hidrolisados protéicos, utilizou-se a Analise de Variancia (ANOVA fator Unico) e o Teste
de Duncan para comparagdo de medias, ambos a 5% de probabilidade (PIMENTEL-
GOMES, 2000).
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 COMPOSICAO QUIMICA DO LEITE

Na Tabela 1.2 estdo apresentados os resultados obtidos para a composicao
quimica do leite empregado como matéria-prima no presente trabalho, assim como os
dados da literatura e do rotulo utilizados a titulo de comparagdo. Observa-se que,
embora diversos fatores sejam capazes de influenciar a composi¢do quimica do leite,
assim como o emprego de diferentes métodos de analise (SGARBIERI et al., 1996;
ORNELLAS, 2001), os resultados obtidos estdo muito proximos dos descritos na
literatura e dos citados no rétulo do produto. Os dados da literatura utilizados para
comparacao de resultados referem-se a trabalhos realizados com leite integral UHT,
sendo que no de NOGUEIRA (2007) foram utilizadas as mesmas metodologias do

presente trabalho.

Tabela I1.2: Composicéo quimica do leite

Componentes Resultados’ R6tulo? TBCA?® NOGUEIRA?
Umidade (g/100g) 88,58 - 86,68 88,26
Proteinas (g/100g) 2,99 3,10 2,97 2,87
Lipideos (g/100g) 2,72 3,00 3,04 2,81
Cinzas (g/100g) 0,67 - 0,79 0,76
Carboidratos (g/100q) 5,04 4,40 6,52 5,30

Fonte: Resultados obtidos no presente trabalho. “Dados disponiveis no rétulo do produto. > TBCA -
Tabela Brasileira de Composicdo de Alimentos, USP (2008). * NOGUEIRA (2007).

3.2 EFICIENCIA DA REMOGCAO DE FENILALANINA

Na Tabela 11.3 estdo apresentados os resultados obtidos para a remocéo de Phe
dos diferentes hidrolisados protéicos de leite, onde os valores estdo apresentados em
termos de porcentagem de remocéo de Phe e em teor final de Phe (mg de Phe/100g de

hidrolisado), sendo esta udltima, a forma mais apropriada para os calculos de
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adequacdo das prescricbes dietéticas de substitutos protéicos destinados a
fenilcetonuricos, além de atender a regulamentacao técnica que normatiza a rotulagem
nutricional de alimentos (BRASIL, 2003). O teor de Phe encontrado no leite foi de
153mg/100 mL, resultado bastante semelhante aos encontrados na literatura que foram
de 157mg/100 ml e 173mg/100 mL, relatados por VERRUMA e SALGADO (1994) e
LAURINDO et al. (1992), respectivamente, para leite de vaca integral.

Tabela 11.3: Percentual de remocéo e teor final de  fenilalanina dos hidrolisados
protéicos de leite

Hidrolisados Remocéao de Phe Teor final de Phe

(%) (mg/100 mL de leite)
H1 38,21 94,6
H2 43,0° 87,3
H3 34,7%" 100,1
H4 32,7" 103,1
HS 51,9° 73,7
H6 58,8" 63,1
H7 42,0° 88,7
H8 34,5%" 100,3
H9 48,0% 79,6
H10 46,0 82,7
H11 49,2 77,7
H12 57,7 64,8
H13 61,7 58,7
H14 75,9° 36,9
H15 39,7 92,3
H16 45,4% 83,6

Phe=fenilalanina. Teor final de Phe = teor de Phe dos hidrolisados apés tratamento com
carvao ativado. Médias indicadas por letras iguais ndo diferem entre si a 5% de

probabilidade pelo teste de Duncan.
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Como pode ser observado, o percentual de remocéo de Phe do leite variou entre
32,7% e 75,9%, obtendo um teor final de Phe entre 36,9mg e 103,1mg de Phe por
100 mL de leite, demonstrando, assim, a eficacia do carvdo ativado como meio
adsorvente. Dentre todas as condi¢Oes de hidrolise testadas, 13 delas (H1 e H2, de H5
a H7 e de H9 a H16) deram origem a um leite que poderia ser utilizado na dieta de
pacientes fenilcetondricos, pois apresentam um baixo teor de Phe, que de acordo com
a legislacdo brasileira, o limite maximo de Phe permitido em formulacdes dietéticas
destinadas a estes pacientes é de 100mg de Phe/100 mL de produto (BRASIL, 2002)
Vale, ainda, ressaltar que as proteinas deste leite estdo hidrolisadas, e segundo
FRENHANI & BURINI (1999), esta € a forma em que estes nutrientes sdo mais
rapidamente absorvidos pelo organismo, por apresentarem menor osmolaridade,
melhor tolerancia e aceitacdo, em relacdo as misturas de aminoacidos livres que sao
comumente utilizadas na dieta destes pacientes.

Anteriormente, no mesmo laboratorio do presente trabalho, foi estudada a
remocdo de Phe de leite que, no entanto, foi empregado na forma de p6 e desnatado
(LOPES et al., 2006 e SOARES et al., 2006) e sob condi¢cdes experimentais diferentes,
principalmente as relacionadas a concentracao da matéria-prima (0,35g/100 ml), tipo e
modo de emprego das enzimas (protease de Aspergillus oryzae — AO, associada com
papaina - PA) , relacdo E:S (1:100 AO + 2:100 PA, 10:100 AO + 20:100 PA, para
LOPES et al., 2006 e SOARES et al., 2006, respectivamente) e relacao proteina:CA
(1:118 e 1:90, para LOPES et al.,, 2006 e SOARES et al., 2006, respectivamente).
Acrescenta-se, ainda, que no estudo de LOPES et al. (2006), o CA foi utilizado em
solucé@o. Assim, neste ultimo trabalho foi possivel obter até 99% de remocédo de Phe,
enquanto que no estudo de SOARES et al. (2006) o maior valor obtido foi de 98%,
resultados estes bem superiores ao maximo obtido no presente trabalho. Ressalta-se,
entretanto, que o emprego de uma solu¢cdo muito diluida de matéria-prima (24 vezes
menos concentrada do que a do presente trabalho), assim como de uma quantidade de
CA muito elevada (até 5 vezes maior do que a do presente trabalho) tornariam o
processo economicamente inviavel para ser adaptado em larga escala. Acrescenta-se,
ainda, as desvantagens econdmicas e tecnologicas de se utilizar, como no estudo de
SOARES et al., 2006, valores muito elevados de relacao E:S (10:100 AO + 20:100 PA).

Nao foram encontrados na literatura trabalhos de outros autores que relatassem
a remocao de Phe de leite, entretanto, dois estudos avaliaram a remocao de Phe da
principal proteina do leite. Assim, LOPEZ-BAJONERO et al. (1991) removeram 92% de
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Phe de hidrolisados protéicos de caseina, obtidos pela acdo de uma protease do
Aspergillus oryzae (E:S = 1:100, 5h de reacdo), seguida da papaina (E:S = 2:100, 21h
de reacéo), tratados com CA (em uma relacdo de 3g de CA por g de caseina). Ja
MOSZCZYNSKI & IDZIAK (1993), utilizando um sistema de trés enzimas
(quimotripsina, carboxipeptidase A e leucina aminopeptidase,), todas empregadas em
uma relacdo E:S de 1:100, a uma temperatura de 40 °C, durante 72h de reagdo e a um
pH de 8,6, também removeram, através do CA (375mg de CA para 10 mL de
hidrolisado) , 89,5% de Phe de hidrolisados de caseina. Cabe ressaltar que em ambos
os trabalhos foram utilizados tempos extremamente longos de reagao (26h e 72h,
respectivamente), tornando tais métodos inviaveis para aplicagdo em larga escala,

além de elevar a possibilidade de uma contaminacdo microbiana.

3.3 EFEITO DE ALGUNS PARAMETROS SOBRE A REMOCAO DE FENILALANINA

A andlise dos parametros de reacdo e de remocado empregados foi conduzida
considerando-se a aplicabilidade do processo em larga escala e a reducdo dos gastos
envolvidos. Assim, o emprego de uma menor relacdo E:S estd associado a utilizagédo
de menor quantidade de enzima necessaria para a hidrélise; o de uma menor
temperatura e tempo de reacao esta associado a reducdo de formacao de produtos de
degradacdo, além de menor consumo de energia;, 0 de uma menor quantidade de
carvao ativado (maior relacdo proteina:CA), implica em menores gastos, por ser o

insumo de maior custo utilizado no processo.

3.3.1 Efeito do tempo de reacéo

A influéncia do tempo de reacdo sobre a remocdo de Phe foi avaliada
comparando-se os hidrolisados divididos em quatro grupos (grupo 1 = 30 °C e 1:100;
grupo 2 =50 °C e 1:100; grupo 3 = 30 °C e 2:100 e grupo 4 = 50 °C e 2:100) visando
manter constantes a temperatura e a relagdo enzima:substrato (E:S) (Figura 11.1).

A vantagem da utilizacdo de um menor tempo de reacdo pode ser observada na
Figura Il.1, sendo que esta ocorreu em um caso do grupo 1 (5h para 3h) e um caso do
grupo 3 (3h para 1h30min), pois obteve-se maior remocao de Phe. J&, para todas as
outras condi¢cBes testadas foi necessaria a utilizacdo de um maior tempo de reacao
(5h) para se obter a maior remocéo de Phe.
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Figura I1.1: Efeito do tempo de reacdo sobre aremo ¢ao de Phe dos hidrolisados protéicos. 1:100 e
2:100 = valores para relagdo E:S. Médias indicadas por letras iguais, para um mesmo grupo, nao diferem

entre si a 5% de probabilidade

De acordo com a teoria, ndo é esperado que o emprego de um menor tempo de
reacdo nao alterasse ou levasse a uma maior remocdo de Phe. No entanto, os
resultados alcancados no presente trabalho demonstraram que, pelo menos, em
algumas situacoes isto pode ocorrer. Assim, em um caso do 1 (5h para 3h) e um caso
do grupo 3 (3h para 1h30min), ocorreu uma elevacdo da remocédo de Phe com o
emprego de uma menor temperatura. Uma provavel explicacdo para isto estaria
associada ao fato de que alguns fatores poderiam estar contribuindo para a reducao da
taxa de hidrolise, com o passar do tempo. Assim, de acordo com GUAN et al. (2007),
dentre estes fatores encontram-se a reducdo das ligacdes peptidicas especificas para
acado da enzima, a inativacdo enzimatica e a competicdo entre a proteina nativa e os
peptideos formados constantemente durante a hidrélise. Nestes casos, ao se utilizar
um maior tempo de reacdo pode ter havido uma maior desnaturacdo protéica
impedindo a acdo enzimética, e complexacdo das proteinas ja hidrolisadas com a
lactose e o calcio, impedindo uma remocao mais eficiente de Phe (GUAN et al., 2007).

N&o foram encontrados na literatura trabalhos que avaliassem o efeito do tempo

de hidrdlise sobre a remocéo de Phe de hidrolisados protéicos.
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3.3.2 Efeito da temperatura de reacao

Os hidrolisados foram divididos em seis grupos (Figura 11.2), a fim de se avaliar a
influéncia da temperatura de reacdo na remocao de Phe, mantendo-se constantes a
relacdo E:S e o tempo de reacgédo: grupo 1 = 1:100 e 1h30min; grupo 2 = 1:100 e 3h;
grupo 3 = 1:100 e 5h; grupo 4 = 2:100 e 1h30min; grupo 5 = 2:100 e 3h e grupo 6 =
2:100 e 5h.

70 7
J a a
g ® a
a

£ 50 - a b
o b a
3 a
S 40 b b b @50C
i}
3 30 4 m30C
£
o]
& 20 A

10 1

0 r r T T r
grupo 1 grupo 2 grupo 3 grupo 4 grupo 5 grupo 6
1:100, 1h30min 1:100, 3h 1:100, 5h 2:100, 1h30min 2:100, 3h 2:100, 5h

Condic6es de reacdo

Figura 11.2: Efeito da temperatura sobre a remocao de Phe dos hidrolisados protéicos. 1:100 e
2:100 = valores para relacdo E:S. Meédias indicadas por letras iguais, para um mesmo grupo, nao
diferem entre si a 5% de probabilidade.

Como pode ser observado na Figura 11.2, o emprego da menor temperatura de
reacao (30 °C) originou resultados vantajosos somente para o grupo 1, pois obteve-se
maior remocéo de Phe. Para o grupo 4, ndo se encontrou diferenca significativa entre
os resultados obtidos para as duas temperaturas testadas. Por outro lado, a utilizacao
da temperatura de 50 °C foi benéfica para os grupos 2, 3, 5 e 6, levando a uma menor
remocao de Phe que a de 30 °C. Este resultado poderia ser explicado, provavelmente,
pelo fato da temperatura de 50 °C estar na faixa 6tima de atuacdo da enzima utilizada

que, segundo o fornecedor, esta entre 45 e 55 °C, o que provavelmente, favoreceu a
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interacdo da enzima com seu substrato, levando a uma maior exposi¢cao da Phe e,
consequentemente, a maior remoc¢ao deste aminoacido pelo carvao ativado.

Resultados semelhantes foram obtidos por LOPES Jr. (2008), em estudo
realizado no mesmo laboratério do presente trabalho, ao utilizar a papaina, na relacao
E:S de 10:100, por 5h, no preparo de feijao com baixo teor de Phe. Foi observado que,
0 emprego de uma maior temperatura (25 °C e 50 °C), possibilitou uma maior remocao
de Phe, 69,9% e 81,5%, respectivamente.

N&o foram encontrados na literatura dados de outros autores sobre a influéncia

da temperatura de hidrdlise sobre a remocao de Phe de leite.

3.3.3 Efeito da relacdo enzima:substrato

Visando avaliar o efeito da relacdo E:S sobre a remocéo de Phe, os hidrolisados
foram divididos em seis grupos (Figura 11.3), mantendo-se constantes os valores de
temperatura e tempo de reacao: grupo 1 = 30 °C e 1h30min; grupo 2 = 30 °C e 3h;
grupo 3 = 30 °C e 5h; grupo 4 = 50 °C e 1h30min; grupo 5 = 50 °C e 3h e grupo 6 =
50 °C e 5h.

A relacdo E:S de 4:100 somente foi avaliada nos grupos 3 e 6, com objetivo de
verificar se a utilizacdo de uma maior quantidade de enzima iria influenciar na remocao
de Phe, nas condicbes em que se obteve os melhores resultados, a 30 °C e a 50 °C,
respectivamente.

Como pode ser observado na Figura 1.3, a vantagem da utilizagdo de uma
menor quantidade de enzima (menor relagéo E:S) ocorreu para os grupos 2 e 5 (2:100
para 1:100), e ndo apresentou diferenca significativa para o grupo 1 e para um caso do
grupo 6 (2:100 para 1:100). Ja para os grupos 3, 4, 6, 0 emprego de uma maior relacao
E:S (2:100 ou 4:100) foi necessério para se obter uma maior remoc¢ao de Phe.

Outros trabalhos desenvolvidos no Laboratério de Bromatologia/Pesquisa, em
que se utilizou o leite em po desnatado e avaliou-se diversas condi¢cdes de hidrolise
enzimatica, também apresentaram a mesma variacdo do presente trabalho, ou seja,
em alguns casos, o emprego de uma maior relagédo E:S foi vantajoso, em outros nao
afetou ou foi prejudicial para a remocéo de Phe (LOPES et al., 2006; SOARES et al.,
2006).
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Figura 11.3: Efeito da relagdo E:S sobre a remogdo  de Phe dos hidrolisados protéicos. Médias

indicadas por letras iguais, para um mesmo grupo, ndo diferem entre si a 5% de probabilidade.

Os resultados acima citados evidenciam que, embora se espere, teoricamente,
que o emprego de uma maior relacdo E:S, uma maior temperatura e maior tempo de
reacdo, leve a um maior grau de hidrolise e, consequentemente, a uma maior
exposicao de Phe e a um menor teor final de Phe, na pratica, esse procedimento € bem
mais complexo do que o esperado e depende de outros fatores, tais como tipo e
atividade da enzima, tipo e concentragao de substrato e pH.

3.3.4 Efeito da relacdo proteina:carvao ativado

Com o objetivo de avaliar a influéncia da relacdo proteina:carvdo sobre a
remocao de Phe, foram comparados os resultados obtidos para os hidrolisados H14
(relacdo proteina:CA = 1:22), H15 (relacdo proteina:CA = 1:44) e H16 (relacdo
proteina:CA = 1:88).

Pode-se observar na Figura 1.4 que o emprego de uma menor quantidade de
CA (maior relacao proteina:CA) foi benéfico, uma vez que a maior remocéo de Phe foi

obtida com uma relacéo proteina:CA de 1:22, a qual foi bem superior as encontradas
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ao se utilizar maiores quantidades de carvao (1:44 e 1:88), o que é mais vantajoso para
aplicacao em larga escala.

No estudo de SOARES et al, 2006, realizado no mesmo Laboratério do
presente trabalho, foram observados resultados diferentes aos aqui encontrados. Ao se
avaliar o efeito da relagcédo proteina:CA na remocédo de Phe de leite, na forma em po e
desnatado, o emprego de diferentes quantidades de carvao ativado (relagbes proteina
C:A de 1:118, 1:90 e 1:60) ndo afetou a remocao de Phe (média de 97%).

80 1
70 1
60 1
50 A
40 1

30 A

Remocéao de Phe (%)

20 A

10 A

1:22 1:44 1:88

Relacgao proteina:CA

Figura 11.4; Efeito da relacdo proteina:CA sobre a remocado de Phe dos hidrolisados protéicos.

Médias indicadas por letras iguais ndo diferem entre si a 5% de probabilidade.

4 CONCLUSAO

O carvao ativado (CA) mostrou-se eficaz na remocdo de Phe de proteinas
hidrolisadas de leite, obtidas com o emprego da protease de Bacillus subtilis, sob
diversas condicfes hidroliticas, com porcentagens de remocao que variaram de 32,7%
a 75,9%. O melhor resultado obtido foi aquele em que se utilizou o tempo de 5h, a
temperatura de 50 °C, a relacédo E:S de 4:100 e a relacdo proteina:CA de 1:22, dando
origem a um leite com teor final de 36,9mg de Phe/100mL, o que permitiria sua

insercéo na dieta de fenilcetondricos.
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CAPITULO Il

CONCLUSOES GERAIS: COMPARACAO DOS RESULTADOS
OBTIDOS EMPREGANDO-SE AS DUAS PROTEASES

Ressalta-se, inicialmente, que ndo foi encontrado na literatura qualquer relato
abordando a comparacao do efeito de duas proteases sobre a remocao de fenilalanina

de alimentos.

1. EFICIENCIA DA REMOCAO DE FENILALANINA

As condi¢fes hidroliticas e de remogéo de fenilalanina testadas neste estudo
foram eficientes na obtencao de leite com baixo teor de fenilalanina, empregando-se
tanto a protease do Aspergillus sojae quanto a subtilisina. Os resultados apontam que,
dentre as 16 condic¢des, de hidrélise e remocéo, testadas para cada enzima, 11 e 13
delas, empregando-se a primeira e segunda enzima, respectivamente, foram
suficientes para se obter teores abaixo de 100mg/100 mL de leite, nivel maximo
permitido pela legislacdo de alimentos para fenilcetonaricos (BRASIL, 2003). Conclui-
se, portanto, que estas duas enzimas foram semelhantes no que diz respeito a
eficiéncia na obtencdo de leite com teor reduzido de Phe, considerando-se o numero

de amostras estudado.

2. EFEITO DE ALGUNS PARAMETROS SOBRE A REMOCAO DE
FENILALANINA

2.1 EFEITO DO TEMPO DE REACAO

A vantagem da utilizacdo de um menor tempo de reagdo, ao se utilizar a
protease do A. sojae, ocorreu para trés condi¢cdes hidroliticas (a 50 °C e em uma
relacdo E:S de 1:100, de 5h para 3h e 3h para 1h30min; a 50 °C, E:S de 2:100, de 5h
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para 1h30min). No caso da subtilisina, este mesmo resultado foi obtido em 2 casos (a
30 °C, E:S de 1:100, de 5h para 3h, e a 30 °C, E:S de 2:100, de 3h para 1h30min).

Ressalta-se, que a vantagem da utilizacdo de um menor tempo de reacdo
ocorreu sempre a 50 °C para a protease do A. sojae, enquanto que para a subtilisina
este fato foi observado sempre a 30 °C.

Acrescenta-se, ainda, que, se por um lado, o emprego da protease do A. sojae
mostrou-se ligeiramente mais vantajoso, pois foi possivel obter maior remocao de Phe
em menores tempos de reacdo em um maior numero de casos (3), quando comparada
a subtilisina (2 casos); por outro lado, foi necessaria uma maior temperatura para
alcancar tais resultados, 50 °C, enquanto que a subtilisina teve sua melhor atuagéo em
menores tempos de reacao a 30 °C.

Assim, para a escolha de uma destas enzimas, especialmente na aplicacdo em
larga escala, deve-se considerar a relacdo custo/beneficio da utilizagdo de um maior

tempo ou de uma temperatura mais elevada.

2.2 EFEITO DA TEMPERATURA

A vantagem da utilizacdo de uma menor temperatura (30 °C), para a protease do
A. sojae, foi obtida em 3 casos: E:S de 1:100 e 5h; E:S de 2:100 e 1h30min e E:S de
2:100 e 5h, e ndo apresentou diferenca significativa para E:S de 1:100 e 3h. J&, para a
subtilisina, este beneficio do emprego de 30 °C somente foi observado para um caso: a
1:100 e 1h30min.

Considerando, apenas, o parametro temperatura, a utilizacdo da protease do
A. sojae, mostrou-se vantajosa frente a subtilisina, uma vez que com o emprego de
30 °C de reacdo foi possivel obter maiores teores de remocdo em metade das

condi¢bes estudadas (3 em 6).

2.3 EFEITO DA RELACAO E:S

A vantagem da utilizagdo de uma menor relacdo E:S (de 2:100 para 1:100) foi
observada apenas em um caso para a protease do A. sojae (50 °C e 1h30min). Ja,
para a subtilisina, este resultado foi obtido em dois casos, ao se comparar 2:100 com
1:100: ambos a 3h de reacdo, um a 30 °C e outro a 50 °C. Assim, conclui-se que, no
que diz respeito ao efeito da relacdo E:S sobre a remocéo de Phe, as duas enzimas
estudadas apresentaram resultados semelhantes.
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No entanto, o conjunto de resultados sobre a avaliagdo da quantidade de enzima
demonstrou que, para ambas as enzimas, a relacdo E:S de 4:100 (maior quantidade de
enzima utilizada) foi necessaria para se obter as maiores taxas de remocao de Phe

(64,6% e 75,9% para a protease do A. sojae e para a subtilisina, respectivamente).
2.4 EFEITO DA RELAQAO PROTEINA:CARVAO ATIVADO

No que se refere ao efeito da relacdo proteina:carvao ativado (CA) necessaria
para se alcancar os maiores teores de remocdo de Phe, foi observado para as duas
enzimas o efeito benéfico da utilizacdo de uma menor quantidade de CA, pois 0s
melhores resultados foram obtidos com um valor de 1:22, o que se mostrou muito
vantajoso quando comparado aos outros valores testados (1:44 e 1:88). Desta forma,
as duas enzimas apresentaram resultados iguais em relacdo a quantidade de carvao
ativado necesséria para se obter maiores taxas de remocdo de Phe (64,6% e 75,9%

para a protease do A. sojae e para a subtilisina, respectivamente).

3. COMPARACAO DOS MELHORES RESULTADOS OBTIDOS PARA
AS DUAS ENZIMAS

Os melhores resultados obtidos para as duas enzimas estdo apresentados na
Figura 1. Como pode ser observado, a subtilisina levou a uma taxa de remocéao de Phe
superior a obtida com a protease do A. sojae (75,9% e 64,6%, respectivamente). Os
parametros utilizados no preparo destes dois hidrolisados protéicos foram quase todos
0S mesmos para as duas enzimas, ou seja, temperatura de 50 °C e a relacéo E:S de
4:100. Apenas o tempo de reacdao foi diferente, sendo de 5h para a subtilisina e de 3h

para a protease do A. sojae.
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Figura lll.1: Melhores resultados obtidos paraasd  uas enzimas.

4. CONCLUSAO

Ao se comparar o0s resultados obtidos para remocéo de Phe de leite, pelo
emprego das duas enzimas testadas, protease do Aspergillus sojae e subtilisina, pode-
se concluir que a utilizacdo da primeira foi mais vantajosa do ponto de vista econémico,
pois se obteve um maior nimero de casos em que condi¢cdes hidroliticas menos
dispendiosas foram mais favoraveis, em especial, em menores tempos e temperaturas
de reacdo. No entanto, ndo se descarta a possibilidade de utilizacdo da subtilisina, uma
vez que a mesma apresentou maior nimero de resultados favoraveis e maiores teores

de remocao.
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PERSPECTIVAS

Além do aspecto cientifico, evidenciado na revisdo de literatura, este trabalho foi,
igualmente, desenvolvido com o intuito de possibilitar a aplicacdo em larga escala da
producdo de um leite com teor reduzido de fenilalanina (Phe), tanto do ponto de vista
econdmico quanto técnico. Os resultados encontrados foram satisfatérios, uma vez que
foram obtidas taxas de remocdo de Phe adequadas sob condicdes menos
dispendiosas, como menores tempos e temperaturas de reacdo, assim como menores
relacdes enzima:substrato e proteina:carvao ativado. Desta forma, sugere-se que seja
realizado o estudo das condi¢des de reagao, aqui testadas, visando sua aplicagcdo em
escala piloto e, posteriormente, em escala laboratorial, a fim de viabilizar a producéo e
comercializacdo de um produto que serda de grande utilidade para pacientes
fenilcetonuricos.

Dando continuidade ao estudo de remocao de fenilalanina de leite, novas
pesquisas podem, ainda, ser realizadas empregando-se outras proteases de diversas
origens (animal, vegetal ou microbiana), utilizadas isoladamente ou em associacao.
Além disso, diferentes condi¢des hidroliticas, como relagdo enzima:substrato, tempo e
temperatura de reacao, podem, igualmente, ser estudas com o objetivo de aumentar a
remocéao de Phe e diminuir 0s custos do processo.

Embora neste trabalho tenha sido observado o efeito benéfico da utilizacdo de
menores quantidades de carvdo ativado (CA), este meio adsorvente ainda €
empregado em grandes quantidades, o que afeta, significativamente, o custo do
processo de remog¢do. Sendo assim, seria de grande interesse, a realizacdo de um
estudo sobre a recuperacdo e reutilizacdo do CA. Além disso, outros meios
adsorventes podem ser testados para a remocdo de Phe, visando a reducédo dos
custos do processo.

A hidrolise das proteinas promove a quebra das ligagBes peptidicas, liberando
peptideos e aminoacidos livres, que sdo importantes do ponto de vista nutricional.
Desta forma, seria importante a analise do perfil péptico do leite hidrolisado,
empregando-se os métodos de cromatografia liquida de alta eficiéncia de excluséo
molecular (SE-HPLC) e da area corrigida da fragdo (ACF), desenvolvidos por

SILVESTRE et al (1994), para se avaliar a qualidade nutricional do produto.
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Durante a remocdo de Phe pelo CA, outros aminoacidos aroméaticos, como
tirosina (Tyr) e triptofano (Trp), também podem ser removidos. Propde-se,
primeiramente, que estas perdas sejam quantificadas, para que, posteriormente,
pesquisas sejam realizadas para minimizar tais perdas ou que seja reincorporada ao
produto final, a quantidade perdida. Prop0e-se a realizacdo do aminograma do leite
hidrolisado, apds a passagem pela coluna de CA, para verificar possiveis perdas de
outros aminoacidos, assim como para avaliar, com mais detalhe, o valor nutricional

dessas preparacdes.
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