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Resumo - Visando o preparo de leite com Abstract - Aiming the preparation of milk
baixo teor de fenilalanina (Phe), para ser with low phenylalanine (Phe) content to be
introduzido na dieta de fenilcetonuricos, introduced in the phenylketonurics’ diet, its
inicialmente as proteinas foram hidrolisadas proteins were initially hydrolyzed by the
pela acdo de uma protease Aspergillus action of a protease fromspergillus sojae,
sojae, tendo sido testados o efeito da relagcdo and the effect of the E:S ratio, temperature and
E:S, da temperatura e do tempo de reacdo.reaction time was tested. Then, the protein
Posteriormente, os hidrolisados protéicos hydrolysates were treated with activated
foram tratados com carvao ativado (CA) para carbon (AC) for removing Phe, using
remocado de Phe, empregando-se as relagbeprotein:AC ratios of 1:22, 1:44 and 1:88. The
proteina:CA de 1:22, 1:44 e 1:88. A eficiéncia efficiency of Phe removal was evaluated by
da remocao foi avaliada por second derivative spectrophotometry,
espectrofotometria derivada segunda, determining the Phe content in milk and in its
determinando-se o teor de Phe livre no leite e hydrolysates, after treatment with AC. Among
em seus hidrolisados, apoOs tratamento com all the parameters studied, the best result was
CA. Dentre todos os parametros estudados, oobtained when using a reaction time of 3h, a
melhor resultado foi obtido ao se empregar o temperature of 50°C, an E: S ratio of 4:100
tempo de 3h, a temperatura de 50°C, a relacdoand a protein:AC ratio of 1:22, reaching 64.6%
E:S de 4:100 e a relacdo proteina:CA de 1:22, of Phe removal and a final Phe content of
tendo atingido 64,6% de remogao e o teor final 54.2mg/100 mL of milk, which allows the use
de Phe de 54,2mg/100 mL de leite, permitindo of this food by phenylketonurics patients.

assim a utilizacao deste alimento por pacientes Keywords - milk; enzymatic hydrolysis;
fenilcetondaricos. activated carbon; phenylalanine;
Palavras-chave - leite; hidrélise phenylketonuria.

enzimatica; carvao ativado; fenilalanina;
fenilcetondria.

e-xacta Belo Horizonte ISSN 1984-3151 www.unibh.br/revistas/exacta V. 2,n.1,jun 2009

p. 23



l. INTRODUCAO

A fenilcetonuria € uma doenca genética,
causada por uma mutacdo no gene que
codifica a enzima fenilalanina hidroxilase,
ativa no figado e responsavel pela
transformacdo de fenilalanina (Phe) em
tirosina (Tyr). O tratamento da fenilcetonudria
realizado, principalmente, através de uma
alimentacdo restrita em alimentos protéicos
naturais, e no controle na ingestdo de Phe,
utilizando-se formulas constituidas de misturas
de aminoacidos livres, isentas de Phe.
Entretanto, por serem importadas, essas
formulagbes sdo de alto custo, além de
resultarem em uma dieta monétona e pouco
palatavel [1,2]

O leite ocupa um lugar relevante na
alimentagdo do Dbrasileiro, especialmente
devido as suas propriedades nutritivas, no
entanto, sua introducdo na alimentagédo de
fenilcetonaricos é proibida. Neste sentido,

seria de grande interesse desenvolver um leite

contendo teor reduzido de fenilalanina, para
gque pudesse ser incorporado na dieta de
fenilcetondricos, atendendo, assim, a grande

demanda que vai desde a infancia até a fase

adulta [3].

O processo de remocao de fenilalanina
consiste, basicamente, de duas etapas:
liberacdo da Phe do material protéico e sua
posterior remocdo. A liberacdo da Phe se da
através da hidrélise quimica ou enzimética, e a
remocao é feita por tratamentos diferenciados,
empregando-se diversos métodos, como
adsorcdo em carvao ativado (CA) ou resinas
de adsorcéo [4,5,6,7,8,9,10,11], cromatografia
de troca idnica, peneira molecular, filtracdo em

gel, além de desaminacdo deste aminoacido

pela enzima fenilalanina amoénia liase. A

escolha do método deve considerar a relagédo

custo/eficiéncia, a
reprodutibilidade [1].

O laboratoério de Bromatologia/ Pesquisa
da UFMG tem realizado estudos de remocéao
de Phe do soro de leite e do leite, que
diferentemente do presente trabalho, foi

praticidade e

empregado na forma de p6 e desnatado e solMinas,

condigbes de hidrdlise e remocdo de Phe

a

diferenciadas (menores concentracbes de
matéria-prima, maiores relagcbes enzima:
substrato e maiores quantidades de CA),
usando carvao ativado ou resinas como meio
adsorvente [4,8,12,13]. Nos trabalhos de
remocdo de Phe de cereais, realiza-se a
extracdo prévia da proteina por meétodos
guimicos ou enzimaticos [7,14,15,16]. O CA e

uma resina de adsor¢do foram testados,
anteriormente, no Laboratorio de

Bromatologia/Pesquisa da UFMG, tendo sido
eficientes na remocdo de Phe de hidrolisados
protéicos de fontes diversas e empregando
condicbes de hidrolise variadas

[4,7,8,9,11,12,14,17)].

A avaliacdo da remocao de Phe é feita
pela quantificacdo deste aminoacido na
matéria-prima e nos seus hidrolisados
protéicos, ap6s o tratamento com CA. A
guantificacdo do teor de Phe final pode ser
feita por diferentes métodos, destacando-se a
espectrofotometria derivada segunda (EDS)
[18,19,20,21,22]. A EDS tem sido utilizada em
diversos estudos realizados no Laboratorio de
Bromatologia/Pesquisa da Faculdade de
Farmacia da UFMG, para a quantificacdo de
Phe em hidrolisados protéicos obtidos pela
acdo de varias proteases e fontes protéicas
[6,7,8,11,14,15,23,24,25,26,27].

O presente trabalho representa um passo
relevante no processo de obtencéo de leite com

teor reduzido de Phe para ser introduzido na

alimentacao de fenilcetonuricos. Neste sentido,
este estudo teve como objetivos otimizar a
remocado 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
relacdo enzima:substrato, tempo e temperatura
de reacao. Além disso, estudou-se a influéncia
da relagdo proteina:CA no processo de

remocao de Phe pelo carvao ativado.

Il. MATERIAL E METODOS

MATERIAL

O leite integral UHT (Itambé, Para de
Minas Gerais) foi adquirido no
comeércio de Belo Horizonte, MG, Brasil. A
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protease deAspergillus sojae (Corolase® temperatura a ser avaliada. Apos a
LAP, amino-exopeptidase — EC 3.4.11.1, estabilizacdo da temperatura, adicionou-se a
atividade 63,9 U/mL, pH 6timo entre 6 e 9, enzima na quantidade suficiente para atingir a
temperatura 6tima entre 55 e 70 °C), foi cedida relacdo E:S desejada. Ao final da reacédo, o
pela AB Enzymes Brasil Comércio Ltda processo foi interrompido por aquecimento em
(Barueri, SP, Brasil). O carvédo ativado (CA) banho-maria a 75 °C por 15 segundos, a fim de
com trés diferentes granulometrias (20 x 50 inativar a enzima, confirmado pela medida da
mesh, 12 x 25 mesh, 6 x 12 mesh série Tyler) atividade enzimatica antes e apds o tratamento
foi adquirido da Carbomafra S.A. (Curitiba, térmico, pelo método de DIAS et al. (2008)

PR, Brasil). Os demais reagentes foram de [31].

grau analitico.

Tabela 1

METODOS Parametros empregados no preparo dos hidrolisados
protéicos de leite e na remocéo de fenilalanina

Determinagdo da composi¢cdo quimica do Hidrélise enzimatica Rempohcéode
leite Hidrolisados Relagéo
Temperatura Tempo E:S proteina:CA
H1 30°C 1h30min 1 1:22
A composi¢cdo quimica do leite foi H2 30°C 3h 1 1:22
determinada segundo as metodologias  H3 30°C sh 1 1:22
descritas  pela Association of Official Ha 50°C ~ 1h30min 1 122
Analytical Chemists [28], sendo todas as Eg 2808 22 1 igg
analises realizadas em triplicatas. O teor de 7 30 °C 1h30min 2 1:22
umidade foi determinado por dessecacdo em  Hs8 30°C 3h 2 1:22
estufa ventilada (Quimis Q-314M242 série H9 30°C sh 2 1:22
020, Diadema, SP) a 105 °C até peso H10 50°C  1h30min 2 1:22
constante; o teor de proteina, pelo método de Ei; 28 og EE g 135
micro-Kjeldahl utilizando 6,38 como fator de H13 30 °C 5h 4 1:22
conversdo de nitrogénio total para proteina H1i4 50 °C 3h 4 1:22
total [29]; os minerais, por incineracdo em H15 50°C 3h 4 1:44
mufla a 550 °C e os lipideos foram __ H16 50 °C 3h 4 1:88

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

determinados pelo método de BLIGH &
DYER (1959) [30]. O teor de carboidratos foi
calculado pela d|ferenc§a entre 10,0 € a soma Remocao de fenilalanina dos hidrolisados
das porcentagens de agua, proteinas, lipideos_ . .. .

. . . protéicos de leite
totais e cinzas totais.

Hidrolise enzimatica das proteinas do leite A Phe foi removida dos hidrolisados
protéicos de leite pela utilizacdo do CA como
meio  adsorvente. Foi empregado 0
procedimento de passagem por coluna,
desenvolvido no mesmo laboratério do
presente trabalho [8]. O CA foi hidratado com
agua destilada por 10 min sob agitacao
constante e, em seguida, colocado em seringa
colocados em erlenmeyer e o pH medido (6,7) desca[tével (_:Ie 10 mL contendo fiItr9 de _nylon
Em seguida, levou-se ao banho de vaseiinécqm & de vidro. A coluna (;Ie carvao ativado
' foi montada colocando-se primeiro o carvao de

I'q.u'da; sobre  agitador magnetlco,. COM  menor granulometria, seguido pelo de média e
agitacdo constante, para que fosse atingida a

Empregando-se a enzima Aspergillus
sojae para hidrolisar as proteinas do leite,
foram obtidos 16 hidrolisadostendo sido
variados 0s seguintes parametros: temperatura,
tempo de reacdo e relacdo enzima:substrato
(Tabela 1). Inicialmente, 50 mL de leite foram
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por Ultimo o de maior granulometria. Em mol/L) e Trp (4,90 x 18 mol/L) foram

sequéncia, os hidrolisados foram passados pelgpreparadas em tampéo fosfato de sédio a 0,01

coluna em quantidade suficiente para atingir a mol/L (pH 6,0). Em seguida, 10 mL de cada

relacdo proteina:CA desejada, e submetidos auma destas solucdes foram misturados e a

pressado (compressor Diapump, Fanem, mod. solug¢do obtida foi diluida, sucessivamente, de

089-A, série BE11778, Sao Paulo, SP, Brasil), maneira a se obter concentracoes de Phe

tendo sido recolhidos os eluatos. variando de 0,067 a 2,018 x “06nol/L. A
eficiéncia da remocao de Phe foi calculada de
acordo com a equacao (1)

Efeito de alguns parametros sobre o

preparo dos hidrolisados protéicos com % Remogdo de Phe = teor de ?:;E‘écgr'lgﬁgira‘l*dm'X1°°

baixo teor de fenilalanina

onde,
O efeito da temperatura foi avaliado o de Phe inicial

testando-se os valores de 30 °C e 50 °C. Oygqr de Phe final
efeito do tempo de reacdo foi testado
utilizando-se os valores de 1h30min, 3h e 5h.
Para o0 estudo da influéncia da relacéo
enzima:substrato foram utilizadas as relacoes an4jise estatistica
de 1:100, 2:100 e 4:100. Finalmente, o efeito

da relacdo proteina:CA, foi estudado nas

seguintes proporcdes 1:22, 1:44 e 1:88 (Tabela Todos os experimentos foram
1). realizados em trés repeticbes e as analises

foram realizadas em triplicata. Para comparar

a porcentagem de remocéo de fenilalanina dos
Avaliacdo da eficiencia da remocdo de hidrolisados protéicos, utilizou-se a Analise de
fenilalanina Variancia (ANOVA fator unico) e o Teste de

Duncan para comparacdo de médias, ambos a

A avaliacdo da eficiéncia de remocéo de 5% de probabilidade [32].
Phe, pelo CA, foi realizada pela medida do
teor de Phe livre, no leite e seus hidrolisados, .
ap6s tratamento com CA, empregando-se a  Ill. RESULTADOS E DISCUSSAO
espectrofotometria derivada segunda [25]. As . )
amostras foram submetidas a hidrolise acida COMPOSICAO QUIMICA DO LEITE
(HCl a 5,7 mol/L, 110 °C, 24 h) e, ap0s ajuste
do pH para 6,0, com solucdo de fosfato de Os dados referentes a composicao
sédio bibasico (1 mol/L), foram submetidas as quimica do leite estdo apresentados na Tabela
leituras de absorvancia na faixa de 250 a 2802. Observa-se que, embora o emprego de
nm. Foram tracados os espectros de derivadadiferentes méetodos de analise, assim como o
segunda (Espectrofotdmetro CECIL modelo fato de que diversos fatores sao capazes de
CE2041, Buck  Scientific, Hanslope, influenciar a composicdo quimica do leite
Inglaterra) e a area do terceiro pico negativo [33,34], 0os resultados obtidos estdo muito
foi usada para calcular a quantidade de Pheproximos dos descritos na literatura e dos
presente nas amostras, empregando-se a curv&itados no rotulo do produto. Os dados da
padrdo. O software GRAMS-UV (Galactic literatura utilizados para comparacao de
Industries Corporation, Salem, EUA) foi resultados referem-se a trabalhos realizados

utilizado para tracar os espectros da derivadacom leite integral UHT, sendo que no de
segunda. NOGUEIRA (2007) [35] foram utilizadas as

Para a curva padrdo, solucdes estoquesmesmas metodologias do presente trabalho.
de Phe (6,05 x IOmol/L), Tyr (5,52 x 1¢

= teor de Phe no leite
= teor de Phe no hidrolisado,
apos tratamento com carvao ativado
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Tabela 2 dietéticas destinadas a estes pacientes é de 100
mg de Phe/100 mL de produto. Vale, ainda,

Composicao quimica do leite ressaltar que as proteinas deste leite estdo

C(J(gﬁ/l;%gz?tes Resultados Rétuld TBCA® NOGUEIRA hidrplisadas,Nsendo_ esta a forma em que estes
Uridade 5858 - 86.68 ggos hutrientes sdo mais rapidamente absorvidos
Proteinas 2,99 3,10 2,97 2,87 pelo organismo, por apresentarem menor
Lipideos 2,72 3,00 3,04 2,81 osmolaridade, melhor tolerancia e aceitacéo,
Cinzas 0,67 - 0,79 0,76 A A ; A NAA ;

Garboidratos 5.04 4.40 6.52 53 €M relacdo as misturas de aminoacidos livres

gue sado comumente utilizadas na dieta destes

Y H
Fonte: 'Resultados obtidos no presente traballfados pacientes [41]'

disponiveis no rétulo do produtbTBCA - Tabeta Brasileira de
Composicéo de Alimentos, USP (2008)NOGUEIRA (2007).

Tabela 3

Percentual de remocéo e teor final de fenilalanina

EFICIENCIA DA REMOCAO DE dos hidrolisados protéicos de leite
FENILALANINA

Remocéo de Phe Teor final de Phe

Hidrolisados (%) (Mg/100 mL de leite)
Os resultados obtidos para a remocdo de  H! 318" 104,5
Phe dos diferentes hidrolisados protéicos de  H2 354" 99,0
leite estdo expostos na Tabela 3, onde os  H3 30,1 107,1
valores estdo apresentados em termos de H4 51,8 73,8
porcentagem de remocdo de Phe e em teor  H5 338" 101,9
final de Phe (mg/100 mL de leite), sendo esta H6 16,3 128,1
tltima, a forma mais apropriada para o0s H7 42,7 87,8
calculos de adequacdo das prescricoes H8 39,3° 93,0
dietéticas de substitutos protéicos destinados a  H9 48,3 79,2
fenilcetonlricos, além de atender a H10 31,2" 105,4
regulamentacdo técnica que normatiza a H11 56,4 66,7
rotulagem nutricional de alimentos [37,38]. O H12 42 4 88,2
teor de Phe encontrado no leite foi de H13 52,0 73,5
153 mg/100 mL, resultado bastante semelhante  H14 64,62 54,2
aos encontrados na literatura que foram de  His 36,8 96,7
157 mg/100 mL e 173 mg/100 mL, relatados H16 39, fe 93,3

por VERRUMA e SALGADO (1994) [39] e Phe=fenilalanina. Teor final de Phe = teor de Phs d

LAURINDO et al. (1992) [40], hidrolisados apés tratamento com carvdo ativadodidgé

indicadas por letras iguais nao diferem entre $% de

respectivamente, para leite de vaca integral. probabilidade pelo teste de Duncan.

Como pode ser observado, o carvao
ativado se mostrou eficaz na remocdo de Em estudos realizados no mesmo

fenilalanina de leite hidrolisado pela agéo da |gporatério do presente trabalho, a Phe foi
protease doAspergillus sojae, sendo que 0 removida do leite, sendo nestes casos,
percentual de remocao variou entre 16,3% e ytilizado como matéria-prima na forma de p6 e
64,6%, obtendo um teor final de Phe entre gesnatado [5,8]. Além disso, as condices
54,2mg e 128,1mg de Phe por 100mL de leite. experimentais utilizadas foram diferentes,
Dentre todas as condicbes de hidrolise principalmente as relacionadas a concentragdo
testadas, 11 delas (H2: H4, de H7 a.H9 e deqg matéria-prima (0,35 g/100 mL), tipo e
H11 a H17) deram origem a um leite com modo de emprego das enzimas (protease de
baixo teor de Phe que poderia ser utilizado na Aspergillus oryzae — AO, associada com
dieta de pacientes fenilcetonuricos, pois, papaina - PA) , relacdo E:S (1:100 AO + 2:100
segundo a legislagcdo brasileira, o limite PA, 10:100 AO + 20:100 PA, para LOPES et
maximo de Phe permitido em formulacbes g, 2006 [5] e SOARES et al., 2006 [8],
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respectivamente) e relagcdo proteina:CA EFEITO DE ALGUNS PARAMETROS
(1:118 e 1:90, para LOPES et al., 2006 [5] e SOBRE A REMOCAO DE
SOARES et al.,, 2006 [8], respectivamente). FENILALANINA
Acrescenta-se, ainda, que no estudo de LOPES
et al. (2006) [5], o CA foi utilizado em
solugdo. Assim, neste Ultimo trabalho foi
possivel obter até 99% de remogédo de Phe,
enquanto que no estudo de SOARES et al
(2006) [8] 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 solugéo
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 econfémicas e tecnologicas de s
utilizar, como no estudo de SOARES et al.,
2006 [8], valores muito elevados de relacéo
E:S (10:100 AO + 20:100 PA). Para se avaliar o tempo de reacéo sobre a
N&do foram encontrados na literatura remocdo de Phe, os hidrolisados foram
dados de outros autores sobre a remocéo dedivididos em quatro grupos (Figura 1), visando
Phe de leite. Apenas dois trabalhos estudarammanter constantes a temperatura e a relagcao
a remocdo de Phe da principal proteina do enzima:substrato (E:S): grupo 1 = 30 °C e
leite. Assim, LOPEZ-BAJONERO et al. 1:100; grupo 2= 50 °C e 1:100; grupo 3 = 30
(1991) [42] removeram 92% de Phe de °C e 2:100 e grupo 4 =50 °C e 2:100.
hidrolisados protéicos de caseina, obtidos pela Observa-se na Figura 1 que a vantagem
acdo de uma protease dgpergillus oryzae da utilizacdo de um menor tempo de reacao
(E:S = 1:100, 5h de reacdo), seguida da ocorreu em todos os casos do grupo 2 (5h para
papaina (E:S = 2:100, 21 h de reacao), tratados3h e 3h para 1h30min) e em um caso do grupo
com CA (em uma relacdo de 3g de CA por g 4 (5h para 3h), pois obteve-se maior remocao
de caseina). JA& MOSZCZYNSKI & IDZIAK de Phe. Para o grupo 1, a reducgéo do tempo de
(1993) [43], utilizando um sistema de trés reacdo ndo apresentou diferenca significativa
enzimas (quimotripsina, carboxipeptidase A e entre os resultados obtidos e, apenas ao se
leucina aminopeptidase,), todas empregadastrabalhar a temperatura de 30 °C e E:S de
em uma relacdo E:S de 1:100, a uma 2:100 (grupo 3), o emprego do tempo de
temperatura de 40 °C, durante 72h de reacdo ereacdo mais elevado (5h) foi necessario para se
a um pH de 8,6, também removeram, através obter a maior remocao de Phe.
do CA (375 mg de CA para 10 mL de Teoricamente, ndo seria esperado que o
hidrolisado) , 89,5% de Phe de hidrolisados de emprego de um menor tempo de reagdo nao
caseina. Cabe ressaltar que em ambos osalterasse ou levasse a uma maior remocao de
trabalhos foram utilizados tempos Phe. Entretanto, os resultados aqui obtidos
extremamente longos de reacdo (26h e 72h,demonstraram que, pelo menos, em algumas
respectivamente), tornando tais métodos situagdes isto pode ocorrer. Assim, no grupo 1
inviaveis para aplicacdo em larga escala, além observou-se esta manutengéao nos resultados de
de elevar a possibilidade de uma contaminacdoremocéao de Phe com a utilizagcdo de um menor
microbiana. tempo de reacdo. Uma provavel explicacédo

Todos os parametros foram analisados
levando-se em consideracdo a reducdo dos
custos do processo para adaptacdo em larga
"escala. Assim, o emprego de uma menor
relagdo E:S esta associado a utlizacdo de
menor quantidade de enzima necessaria para a
hidrolise; o de uma menor temperatura e
tempo de reacdo estd associado a reducéo de
formacdo de produtos de degradacao, além de
menor consumo de energia; o0 de uma menor
guantidade de carvao ativado (maior relagcéo
proteina:CA), implica em menores gastos, por
ser o insumo de maior custo utilizado no
processo.

Efeito do tempo de reacdo
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Remocao de Phe (%)

Figura 1. Efeito do tempo de reacdo sobre a remocéate Phe

para isto estaria associada ao fato de quegrupo 4 = 2:100 e 1h30min; grupo 5 = 2:100 e
alguns fatores poderiam estar contribuindo 3h e grupo 6 = 2:100 e 5h.
para a reducdo da taxa de hidrdlise, com o Observa-se na Figura 2 que a vantagem
passar do tempo. do emprego da menor temperatura de reacéo
(30 °C) ocorreu para os grupos 3, 4 e 6, pois
obteve-se maior remocédo de Phe. Para o grupo
2, ndo se encontrou diferenca significativa
entre os resultados obtidos para as duas
temperaturas testadas. Por outro lado, a
= Utilizagdo da temperatura de 50 °C foi benéfica
=wamn Para 0S grupos 1 e 5, levando a uma maior
remocao de Phe que a de 30 °C.
Era de se esperar que, trabalhando com
oo - oo oo va}lores_de temperatura dentro ou proximo da
30T, 1100 50T, 1100 30T, 2100 50T, 2100 faixa 6tima de atuacdo da enzima, como é o
Condigies de reacio caso de 50 °C, poderia favorecer a hidrélise
protéica e, consequentemente, a liberagcédo e a

dos hidrolisados protéicos1:100 e 2:100 = valores para relagao remogéo de Phe. Entr_etanto,~ pal’a_. a maioria
E:S. Médias indicadas por letras iguais, para uranmeegrupo, dos casos estudados isto ndo foi observado
néo diferem entre si a 5% de probabilidade (grupos 2, 3, 4 e 6) e 0 emprego da

Assim, de acordo com GUAN et al. temperatura de 30 °C foi mais vantajoso, o que

(2007) [44], dentre estes fatores encontram-se€ interessante do ponto de vista economico.
a reducdo das ligacbes peptidicas especificasEstes resultados indicam que fatores, tais
para acdo da enzima, a inativacdo enzimatica eCOmo o grau de desnhaturagdo proteica,
a competicdo entre a proteina nativa e 0s associado a quantidade de enzima e tempo de
peptideos formados constantemente durante aréagdo, podem interferir nos resultados.
hidrolise. J4 nos dois casos do grupo 2

para 3h e para 1h30min) e em um caso

grupo 4 (3h para 1h30min), ocorreu ur “7] , 2
elevacao da remocédo de Phe. Nestes caso
se utilizar um maior tempo de reacdo pode

50 a
40 a . > 2
b a a b m50C

havido uma maior desnaturagdo prote £ * m30c
impedindo a acdo enzimatica, e complexa & * b
das proteinas ja hidrolisadas com a lactose  *

0 T T T T T

p grup

calcio, impedindo uma remocéo mais eficiel ot | ooz | oupos w0t owmos | gupos
de Phe [44] 1:100, 1h30min 1:100, 3h 1:100, 5h 2:100, 1h30min 2:100, 3h 2:100, 5h
o~ . Condigges d 4
Ndo foram encontrados na literatu _ e dereRse
trabalhos que avaliassem o efeito do tempo deFigura 2. Efeito da temperatura sobre a remog&o del

hidrélise sobre a remocdo de Phe de dos hidrolisados protéicos. 1:100 e 2:100 = valarepara
relacdo E:S. Médias indicadas por letras iguais, para um

hidrolisados proteicos. mesmo grupo, ndo diferem entre si a 5% de prolblabié.

Remocéo de Phe (%)

Efeito da temperatura de reacao N .
Nao foram encontrados na literatura

dados de outros autores sobre a influéncia da

Para esta avaliacdo, os hidrolisados temperatura de hidrélise sobre a remocéo de
foram divididos em seis grupos (Figura 2), phe de leite. No entanto, este parametro foi,
visando manter constantes a relacdo E:S e Ognteriormente, avaliado no mesmo laboratério

tempo de reacdo: grupo 1 = 1:100 e 1h30min; do presente trabalho, ao se utilizar a papaina
grupo 2 = 1:100 e 3h; grupo 3 = 1:100 e 5h; np preparo de feijsio com baixo teor de Phe.
Assim, LOPES Jr. (2008) [10], observou que o
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Remog&o de Phe (%)

emprego de maior temperatura (25 °C e 50 °C) Em outros estudos realizados
influenciou positivamente a remocédo de Phe, anteriormente no Laboratorio de
obtendo resultados de 69,9% e 81,5%, Bromatologia/Pesquisa, utilizando-se como
respectivamente, ao se empregar a protease denatéria-prima leite em po desnatado, diversas
Papaya carica, na relagdo E:S de 10:100, por enzimas e condicbes de hidrélise protéica

5 horas. foram testadas, e o0s valores reportados
apresentaram a mesma variacdo do presente
Efeito da relacdo enzima:substrato trabalho, ou seja, em alguns casos, 0 emprego

de uma maior relagcdo E:S foi vantajoso, em
o~ T outros ndo afetou ou foi prejudicial para a
Para esta avaliacdo, os hidrolisados Pre] P

. ) : remocao de Phe [5,8].
foram divididos em seis grupos (Figura 3), .
O conjunto destes resultados demonstra
mantendo-se constantes o0s valores de .
<. _ -~Que, apesar de se esperar, teoricamente, que o
temperatura e tempo de reagdo: grupo 1 = 30 ) . :
o - — omo _ _ emprego de uma maior relagéo E:S, uma maior
C e 1h30min; grupo 2 = 30 °C e 3h; grupo 3 = . ~
o . B o - temperatura e maior tempo de reacéo, leve a
30 °C e 5h; grupo 4 = 50 °C e 1h30min; grupo UM maior rau de  hidrolise e
5=50°C e 3h e grupo 6 = 50 °C e 5h. g !
~ _ 1 nnCONsequentemente, a uma maior exposicédo de
Foram testadas as relacdes E:S de 1:100 . o
) Phe e a um menor teor final de Phe, na préatica,
e 2:100 em todos o0s grupos, enquanto que a . . .
- ) ; esse procedimento é bem mais complexo do
relacdo E:S de 4:100 somente foi testada nos
. . PR gue o esperado e depende de outros fatores,
grupos 3 e 5, a fim de avaliar a influéncia do

: . .~ tais como tipo e atividade da enzima, tipo e
emprego de uma maior quantidade de enzima,

e concentracdo de substrato e pH.
apenas nas condicdes em que se obteve os

maiores teores de remocdao, a 30 °C e a 50 °C,

respectivamente.

Efeito da relacéo proteina:carvao ativado
so . T A avaliacdo do efeito da relagéao
o1 i . proteina:carvdo sobre a remocdo de Phe foi
© b : . b : realizada comparando-se os resultados obtidos
== para os hidrolisados H14 (relagdo proteina:CA
w0 = 1:22), H15 (relacédo proteina:CA = 1:44) e

H16 (relacdo proteina:CA = 1:88).

Observa-se na Figura 1.4 que a vantagem
da utilizacdo de uma menor quantidade de CA
Figura 3: Efeito da relagéo E:S sobre a remogéo de Bh (maior relacdo proteina:CA) foi encontrada,
dos hidrolisados protéicos. Médias indicadas por letras ~Uma vez que a maior remocao de Phe (64,6%)
iguais, para um mesmo grupo, ndo diferem entre5¥ade foi obtida com uma relagéo protel'na:CA de
probabilidade. . . Do

1:22, a qual foi bem superior as encontradas ao
se utilizar maiores quantidades de carvao

Como pode ser observado na Figura 3, a (1:44, 36,8% e 1:88, 39,1%).
vantagem da utilizacdo de uma menor Em estudo do mesmo Laboratério do
quantidade de enzima (menor relagdo E:S) presente trabalho que avaliou o efeito da
ocorreu apenas para o grupo 4 (de 2:100 pararelacdo proteina:CA na remocdo de Phe de
1:100), e nao apresentou diferenca |eite, na forma em pd e desnatado, foi
significativa para o grupo 2. Ja para 0s grupos mostrado que, ao contrario do presente
1, 3, 5 e 6, 0 emprego de uma maior relacao trabalho, o emprego de diferentes quantidades
E:S (2:100 ou 4:100) foi necessario para se de carvédo ativado (relagbes proteina C:A de

grupo 1 rupo 2 rupo 3 grupo 4 grupo 5 grupo 6
30, 1h30min 30T, 3h 30C, 5h 50T, 1h30min 50T, 3h 50T, 5h

Condicoes de reacdo

obter uma maior remogao de Phe. 1:118, 1:90 e 1:60) ndo afetou a remocéo de
Phe (média de 97%) [8].
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for removing phenylalanine from skim milk
powder.Food Sci. Tech. v. 38, p. 447-453,

. 2004.
_ w0 - [5] LOPES, D.C.F.; DELVIVO, F.M,;
s 0 i SILVESTRE, M.P.C. Dietary Supplements for
3 o d Phenylketonuria: removing Phe by activated
% x . . carbon.Nutr. Food Sci, v. 36, n. 2, p. 96-104,
g 10 2006.

° 122 ' 14 ' 188 '[6] DE MARCO, L.M.; DELVIVO, F.M,

Relagao proteina:CA SILVA, V.D.M,; COELHO, J.V.;

. eito da relaca o CA sob ) SILVESTRE, M.P.C. Uso do carvao ativado
e e scbie.s oo para remogao de fenilalanina de hidrolisados
letras iguais n&o diferem entre si a 5% de prointzivie. protéicos, obtidos pela agdo da papaina
imobilizada.Braz. J. Food Technol.y.8, n. 3,

p. 210-219, 2005.

[7] CAPOBIANGO, M.; SILVA, V.D.M;

MACHADO, M.AA.; COELHO, J.V,;
Empregando-se diversas condi¢des de SEGALL, S.D.; SILVESTRE, M.P.C. Acéo da

hidrolise das proteinas e quantidades variadascorolase pp e uso do carvdo ativado na

de CA como meio adsorvente, foi possivel obtencdo de hidrolisados protéicos de fuba de

obter um leite com baixo teor de Phe milho com baixo teor de fenilalanin&ev.

(54,2mg/100 mL) que poderia ser utilizado na Bras. Nutr. Clin., v.21, n.4, p.259-266, 2006.
dieta de pacientes fenilcetondricos. O melhor [8] SOARES, R.D.L.; BIASUTTI, E.A.R;
resultado obtido foi aguele em que se utilizou CAPOBIANGO, M.; VIEIRA, C.R.; SILVA,

o tempo de reacdo de 3h, a temperatura de 50v.D.M.; JANUARIO, J.N.; AGUIAR, M.Jb.;
°C, relacdo E:S de 4:100 e relacéo proteina:CASILVESTRE, M. P. C. Preparation of
de 1:22, tendo atingido 64,6% de remocao de enzymatic skim milk hydrolysates with low

Phe. phenylalanine  content Acta Farmac.
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