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RESUMO

O feijdo ocupa um lugar relevante na alimentacdo dos brasileiros, mas
sua utilizagdo na dieta de fenilcetontricos € proibida devido ao seu alto teor de
fenilalanina (Phe), que ultrapassa o limite estabelecido pela legislacao brasileira
(0,1g/100g). Portanto, visando o preparo de feijao com baixo teor de fenilalanina,
as proteinas foram extraidas e, posteriormente, hidrolisadas pela a¢ao de diversas
proteases. O carvao ativado (CA) foi empregado como meio adsorvente e o efeito
de alguns parametros foi avaliado, tais como pH inicial, relagao enzima:substrato,
temperatura, tipo de protease e a relacdo proteina:CA. A eficiéncia da remogao de
Phe foi avaliada por espectrofotometria derivada segunda (EDS), determinando-
se o teor deste aminoacido livre no feijao e em seus hidrolisados, antes e apos
tratamento com CA. O melhor resultado foi obtido empregando-se a protease de
Papaya carica na relagdo E:S de 10:100, sem ajuste de pH, e com temperatura
de 50 °C e relagdo proteina: CA de 1:88, tendo atingido 88% de remocgdo de Phe
e o teor final de 433,7 mg de Phe/100 g.

Palavras-chave: Fenilcetonuricos. Extragdo protéica. Hidrolise enzimatica.
Carvao ativado. Remocao.

ABSTRACT

Although beans occupy an important place in the diet of Brazilian people, its
use by phenylketonurics is forbidden due to its high phenylalanine (Phe) content,
which exceeds the limit allowed by the Brazilian legislation (0.1g/100g). This
study aimed at the preparation of beans with low-phenylalanine (Phe) content
to be introduced into the diet of patients with phenylketonuria. Initially, the
proteins were extracted and then hydrolysed by the action of several proteases.
Activated carbon (AC) was used as adsorbent and the effect of some parameters
was evaluated, such as initial pH, enzyme: substrate ratio, temperature, type of
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protease and protein: AC ratio. The efficiency of Phe removal was assessed by
second derivative spectrophotometry (SDS), determining the content of free Phe
in beans and in their hydrolysates, before and after treatment with AC. The best
result was obtained using the protease of Papaya carica in a E:S ratio of 10:100,
without adjustment of pH, and yet, with temperature of 50 °C and protein: AC ratio
of 1:88, reaching 88% removal of Phe and final content of 433.7 mg Phe/100 g.

Keywords: phenylketonurics, protein extraction, enzymatic hydrolysis,

activated carbon, removal.

1. Introducao

As leguminosas s3o fontes proteicas para a
populacdo de paises em desenvolvimento, sendo
o feijao (20-25% de proteina) a mais importante
e mundialmente utilizada na alimentacdo humana.
(SANGRONIS et al., 2006).

A fenilcetontria ¢ um dos mais comuns erros
inatos do metabolismo causado pela deficiéncia
parcial ou total da atividade da enzima fenilalanina
hidroxilase (PAH). Esta enzima, ativa no figado, ¢
responsavel por catalisar a oxidagdo do aminoacido
fenilalanina (Phe) a tirosina (Tyr). A deficiéncia par-
cial ou total da atividade desta enzima leva a um acu-
mulo de Phe e de outros metabolitos, que ocasionam
um grave dano cerebral e consequentemente retardo
mental. (RAMASWAMI; SMITH, 1997; HENDRI-
KSZ; WALTER, 2004; MONTEIRO; CANDIDO,
2006; GIOVANNINI et al., 2007).

O tratamento da fenilcetontria, que deve ser
iniciado até o 20° dia de vida, preconiza um rigoroso
controle da ingestao proteica, de forma a manter os
niveis de fenilalanina dentro de limites que previnam

o dano cerebral. (SMITH et al., 1990; HENDRIKSZ;
WALTER, 2004). Devido a severa restri¢ao a protei-
nas naturais, os fenilcetontricos necessitam de uma
fonte complementar de aminodcidos para garantir
crescimento e desenvolvimento normais.

Em atencao ao fato que o feijdo ¢ uma boa
fonte de proteinas (cerca de 23%) e ocupa um lu-
gar relevante na alimentacdo dos brasileiros, seria
de grande importancia obter um feijao contendo
teor reduzido de fenilalanina, para que pudesse ser
incorporado, sem restrigdes, na dieta de fenilcetonu-
ricos, atendendo assim a legislacao brasileira, que
estabelece um limite maximo de 100 mg Phe/100g
de produto. (BRASIL, 2002).

A primeira etapa no desenvolvimento deste
feijdo envolve a extragdo proteica, que ¢ feita en-
zimaticamente. Em seguida, as proteinas extraidas
sao hidrolisadas, empregando-se diferentes enzimas
proteoliticas e condigdes de reagdo, para promover
a exposicdo da Phe, permitindo sua posterior remo-
¢do por um meio adsorvente, como carvao ativado,
resinas ou filtragdo em gel. (CAPOBIANGO et al.,
2007).

Este trabalho teve como objetivo hidrolisar as
proteinas extraidas do feijao, empregando-se condi-
¢oes de hidrolise variadas, e otimizar a remocgao de
Phe destes hidrolisados proteicos, utilizando o carvao
ativado como meio adsorvente.

2. Materiais e métodos
2.1 Material

O feijao (Phaseolus vulgaris) foi adquirido
no comércio de Belo Horizonte, MG, Brasil. Foram
utilizados trés pacotes de 1 kg do mesmo lote do
feijao carioca tipo 1 (PINK, Belo Horizonte, MG,
Brasil). As proteases: Protemax® 580 L, proveniente
do Bacillus lichenformis, e a Protemax® N200, de
origem de Bacillus subtillis, foram gentilmente cedi-
das pela Prozyn (Sao Paulo, SP, Brasil). As proteases:
Corolase® LAP, proveniente de Aspergillus sojae,
Corolase® 7089, proveniente de Bacillus subtillis,
Corolase® L10, proveniente de Papaya carica ¢ a
Corolase® TS, de origem de Bacillus stearothermo-
philus, foram gentilmente doadas pela AB Enzymes
Brasil Comércio Ltda (Barueri, SP, Brasil). O carvao
ativado, 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.
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2.2 Métodos
2.2.1 Extracao das proteinas

O feijao moido foi suspenso em agua destila-
da na propor¢ao de 1:10 (p/v). Apds o ajuste do pH
da suspensao para 10,5, utilizando uma solugéo de
NaOH a 3 mol/L, foi aquecido em banho de vaseli-
na liquida a 50 °C, sobre agitador magnético, com
agitagdo constante. Estabilizada a temperatura da
suspensao, foi adicionada a enzima Protemax® 580 L
(Bacillus licheniformis) na relagdo enzima:substrato
(E:S) de 10:100, e a extragdo enzimatica foi realizada
por trés horas. A suspensdo foi entdo resfriada até
25 °C e centrifugada por 15 minutos a 10.640 x g. O
extrato proteico de feijao e o residuo foram recolhidos
separadamente. O residuo foi lavado duas vezes com

_99)

agua destilada, repetindo-se a etapa de centrifugagao
entre as lavagens e recolhendo sempre o extrato
proteico no mesmo recipiente. O residuo foi pesado
e submetido a determinacao do teor de proteina. O
extrato proteico e o residuo foram acondicionados
em recipientes hermeticamente fechados sob refri-
geragdo, at¢ o momento de analise.

2.2.2 Preparo dos hidrolisados
proteicos isentos de fenilalanina

Foram preparados 15 hidrolisados enzimaticos,
tendo sido variados os seguintes parametros: tipo de
enzima, pH, relagdo enzima:substrato e temperatura
(Tabela 1).

Tabela 1 - Parametros empregados no preparo dos hidrolisados proteicos de feijao e na remocao de fenilala-

nina
Hidrolise enzimatica Remocao de Phe
Hidrolisados Fonte de protease oH ES Temperatura Relacao
(°C) proteina:CA
H1 B. licheniformis Sem ajuste 4:100 50 1:88
H2 B. stearothermophilus | Sem ajuste 4:100 50 1:88
H3 B. subtilis (PROZYN) Sem ajuste 4:100 50 1:88
H4 » ;ES];‘S%’;S) Sem ajuste | 4:100 50 1:88
H5 Aspergillus sojae Sem ajuste 4:100 50 1:88
H6 Papaya carica Sem ajuste 4:100 50 1:88
H7 Papaya carica Sem ajuste 4:100 50 1:44
HS8 Papaya carica Sem ajuste 4:100 50 1:16
H9 Papaya carica Sem ajuste 4:100 25 1:88
H10 Papaya carica 8,0 4:100 50 1:88
H11 Papaya carica 9,0 4:100 50 1:88
H12 Papaya carica 11,0 4:100 50 1:88
HI13 Papaya carica Sem ajuste 5:100 50 1:88
H14 Papaya carica Sem ajuste 7:100 50 1:88
HI15 Papaya carica Sem ajuste | 10:100 50 1:88

E:S = Relagdo enzima substrato; CA = Carvao ativado; pH sem ajuste = 8,4
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Inicialmente, 40 mL do extrato proteico de
feijao foram colocados em erlenmeyer e o valor do
pH foi medido (8,4). Em seguida, foi aquecido em
banho de vaselina liquida, sob agitagcdo constante, até
se atingir a temperatura desejada (Tabela 1). Apos a
estabilizacdo da temperatura, a enzima foi adicionada
na quantidade suficiente para atingir a relagao E:S
desejada (Tabela 1). Ao final da reacdo, o processo
foi interrompido por aquecimento em banho-maria
a 80 °C por 20 minutos.

2.2.3 Remocio de fenilalanina
dos hidrolisados

A Phe foi removida dos hidrolisados proteicos
de feijao pela utilizagdo do CA como meio adsor-
vente. Foi empregado o procedimento de passagem
por coluna, descrito por Soares et al. (2006). Dois
gramas de CA foram hidratados com agua destilada
por dez minutos sob agita¢ao constante e, em seguida,
colocados em seringa descartavel de 10 mL, contendo
filtro de nailon com 13 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 sequén-
cia, os hidrolisados foram passados pela coluna na
quantidade suficiente para se obter valores de relagao
proteina:carvao ativado de 1:16, 1:44 e 1:88 (Tabela
1). Posteriormente, sob pressao a coluna (compressor
Diapump, Fanem, mod. 089-A, série BE11778, Sao
Paulo, SP, Brasil), os eluatos foram recolhidos.

2.2.4 Avaliacio da eficiéncia da
remocio de fenilalanina

A avaliagdo da eficiéncia de remocao de Phe
pelo carvao ativado foi realizada pela medida do teor
de Phe livre no feijao e seus hidrolisados, ap0s trata-
mento com CA, empregando-se a espectrofotometria
derivada segunda. (LOPES et al., 2005). As amostras
foram submetidas a hidrolise acida (HCl a 5,7 mol/L,
110 °C, 24 horas) e, ap6s ajuste do pH para 6,0, com
solucdo de fosfato de sodio bibasico (1 mol/L), foram
submetidas as leituras de absorbancia na faixa de 250
a 280 nm. Foram tragados os espectros de derivada

segunda (Espectrofotometro CECIL modelo CE2041,
Buck Scientific, Hanslope, Inglaterra) e a area do
terceiro pico negativo foi usada para calcular a quan-
tidade de Phe presente nas amostras, empregando-se
a curva padrao. O software GRAMS-UV (Galactic
Industries Corporation, Salem, EUA) foi utilizado
para tragar os espectros da derivada segunda.

Para a curva padrao, solugdes es-
toques 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 tampao fosfato de s6dio 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 con-
centragdes 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 equagao:

% Remogao de Phe = [A-(BxC/D)] x 100
A

sendo,

A = Teor de Phe no feijao (g/100 g de fei-
jao);

B = Teor de Phe no hidrolisado proteico, apds
tratamento com CA (g/100 g de hidrolisado);

C = Teor de proteina no feijao (g/100 g de
feijao);

D = Teor de proteina no hidrolisado proteico
(g/100 g de feijao).

2.3 Analise estatistica

Todos os experimentos e analises foram fei-
tos em triplicata. Para comparar a porcentagem de
remocgao de fenilalanina dos hidrolisados proteicos
em relacdo a variagdo dos parametros empregados
na hidrolise enzimatica das proteinas do feijdo,
foram utilizados a Analise de Variancia (ANOVA
fator tinico) e o Teste de Duncan para comparagao de
médias, ambos a 5% de probabilidade. (PIMENTEL-
GOMES, 2000).
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3. Resultados e discussao
3.1 Eficiéncia da remocao de fenilalanina

Os resultados obtidos para a remocdo de Phe
dos diferentes hidrolisados proteicos de feijao estao
expostos na Tabela 2, onde os valores estdo apresen-
tados em termos de porcentagem de remocao de Phe
e em teor final de Phe (mg Phe/100 g de hidrolisado),
sendo esta ultima forma a mais apropriada para os
calculos de adequacao das prescrigdes dietéticas de
substitutos proteicos destinados a fenilcetonuricos,
além de atender a regulamentagao técnica que norma-
tiza a rotulagem nutricional de alimentos. (ANVISA,
2003). O teor de Phe no feijao foi de 1.527,45 mg
Phe/100 g de feijao (com 20,74% de proteina em
base seca).

Como pode ser observado, o uso do carvao
ativado mostrou-se eficaz na remocao de Phe dos
hidrolisados proteicos de feijao obtidos pela acao de
proteases de diferentes origens, tendo o percentual
de remocao variado de 25,4% a 87,9%, e o teor final
de Phe de 433,7 a 2.679,8 mg Phe/100g de hidroli-
sado. Assim sendo, o hidrolisado obtido com menor
teor de Phe poderia ser utilizado, parcialmente, no
desenvolvimento de um feijao modificado com bai-
xo teor de Phe e, desta forma, ser inserido na dieta
de fenilcetonuricos. Desta forma, ao se reconstituir
o feijao utilizando este hidrolisado (H15), deve-se
levar em consideragdo a composi¢do quimica da
matéria-prima, a fim de reproduzir o mais préximo
possivel suas caracteristicas quimicas e nutricionais.
Levando-se em conta o teor maximo de Phe permitido
pela legislagdo brasileira para pacientes fenilcetonu-
ricos (0,1 g por 100 g de produto), sugere-se, para a
reconstituicao de 100 g de feijao, a utilizagdo de 71
g de amido comercial isento de proteina que, deste
modo, ndo fornecerd Phe, e a este poderiam ser in-
corporados 22,5 g do hidrolisado H15, contribuindo
deste modo com um valor proteico de 10 g/100 g e
teor de Phe de 97,46 mg/100g de produto. Para com-
plementar os outros constituintes do feijao, poderia,
ainda, ser feita a adi¢c@o de lipideos e minerais em
quantidades proximas as reportadas por Antunnes
et al. (1995), cujos valores sdo iguais a 1,5 e 4,2,
respectivamente.
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Tabela 2- Percentual de remocao e teor final de
fenilalanina dos hidrolisados proteicos de feijao

. . Remogdo de Phe Teor final de Phe
Hidrolisados
(%) (mg de Phe/100g)
H1 77,9bcd 795,3
H2 70,3¢ 1067,3
H3 69,6° 1092,8
H4 60,8" 1409,4
H5 73,54 951,9
H6 81,5° 665,5
H7 60,2" 14292
H8 25,42 2679.,8
H9 69,4¢ 1099,3
H10 75,6% 8783
HI11 80,1% 716,6
HI12 73,04 971,7
H13 82,7° 623,5
H14 81,5° 649,0
H15 87,9 4337

Phe = Fenilalanina. Médias indicadas por letras iguais ndo
diferem entre si a 5% de probabilidade pelo teste de
Duncan.

Deve-se ressaltar que a fenilalanina, por ser um
aminodcido essencial, precisa ser obtida por meio da
alimentagao e, por isso, determinada quantidade deve
estar presente no produto final para fenilcetontricos,
de forma a garantir a sintese proteica e o crescimen-
to normal. Além disso, as condi¢des operacionais
necessdarias para atingir cerca de 100% de remog¢ao
de Phe aumentariam demasiadamente os custos do
processo. (SOARES et al., 2006).

Nao foram encontrados na literatura trabalhos
que relatassem a remocdo de fenilalanina de
hidrolisados proteicos de feijao. No mesmo laboratdrio
do presente trabalho, o CA ja foi utilizado com
eficiéncia para a remog¢ao de Phe de outros alimentos,
tais como de leite desnatado (93,6 a 99%) (LOPES
et al., 2005; SOARES et al., 2006), soro de leite (75
a99%) (DELVIVO etal., 2006; SILVA et al., 2007),
arroz em grao (85 a 100%) (LOPES et al., 2008),
fuba de milho (68,63 a 97,55%) (CAPOBIANGO
et al., 2007) e farinha de arroz (25,7 a 94,1%)
(VIEIRA et al., 2008). Na maioria destes estudos,
foram utilizadas diferentes enzimas e condi¢des
hidroliticas, além de ter sido empregado apenas um
tipo de CA de menor granulometria (20 x 60 mesh),
com excecdo de Capobiango et al. (2007) e Vieira
et al. (2008), que utilizaram os trés tipos de carvao
ativado deste trabalho. Apesar das variagdes nas
condig¢des utilizadas, os resultados aqui encontrados
foram semelhantes aos citados acima.
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Outros autores também relataram o emprego de
CA para remocao de Phe da caseina. Assim, Lopez-
Bajonero et al. (1991) removeram 92% de Phe de
hidrolisados proteicos de caseinato de s6dio, obtidos
pela agdo de uma protease do Aspergillus oryzae
(Enzimas y Productos Quimicos S.A.), seguida da
papaina (Hervi S.A.). Empregando um sistema de trés
enzimas (quimotripsina, carboxipeptidase A e leucina
aminopeptidase, Sigma-Aldrich), Moszczynski e
Idziak (1993) removeram 89,5% de Phe de hidroli-
sados de caseina.

3.2 Efeito de alguns parametros
sobre a remocao de fenilalanina

Os parametros foram analisados levando-se em
consideragdo a reducdo de custos do processo para
adaptacao em larga escala. Deste modo, o emprego
de uma menor relagdo E:S esta associado a utilizacdo
de menor quantidade de enzima necessaria para a
hidroélise; o de uma menor temperatura esta associada
ao menor consumo de energia; o de uma menor quan-
tidade de carvao ativado (maior relagdo proteina:CA)
implica menores gastos, por ser o insumo de maior
custo utilizado no processo.

3.3 Efeito do tipo de enzima

Para se avaliar o emprego de diferentes pro-
teases, foram comparados os hidrolisados de H1 a
H6. Na Figura 1 pode ser notado que o hidrolisado
H6, obtido pela agdo da protease de Papaya carica,
apresentou o maior percentual de remocdo de Phe
(81,5%) e, portanto, o menor teor de Phe final (665,5
mg Phe/100 g de hidrolisado).

90 81,6

76,5 a
801 b 703 735 f @H1 - B. lichenformis

7
.

BH2 - B. stearothermophilus
70 1
OH3 - B. subtilis (PROZYN)

60 | mH4 - B subtilis (AB ENZYMES)

Remocao de Phe (%)

H5 - Aspergillus sojae

/ H6 - Papaya carica

H1 H2 H3 H4 H5 Hé

50

/
?
/

40

Tipo de protease

Figura 1 - Efeito do tipo de enzima sobre a remogdo de
fenilalanina dos hidrolisados proteicos de feijao.
Meédias indicadas por letras iguais ndo diferem entre
si a 5% de probabilidade pelo teste de Duncan.

Este melhor desempenho da papaina poderia
ser explicado, pelo menos em parte, pelo fato de
as condi¢des de pH e temperatura empregadas no
preparo dos hidrolisados proteicos (pH 8,4 e 50 °C)
estarem dentro das faixas de pH (3 —9) e temperatura
(50 — 70 °C) 6timos da enzima, ao contrario do que
aconteceu em relagao as demais enzimas para as quais
o pH e a temperatura utilizados ndo correspondem
aos seus valores 6timos, conforme a Tabela 3.

Tabela 3 - Valores de pH e temperatura para as diferentes

enzimas
Temperatura
pH
Hidrolisados Enzimas ({®)

Utilizado Otimo* Utilizada Otima*
H1 B. liccheniformes 8.4 9,5 50 60
H2 B. stearothermophilus 8.4 8,0 50 80
H3 B. subtilis (PROZYN) 84 7,0a75 50 55
H4 B. subtilis (AB ENZYMES) 8.4 7,0 50 55
H5 Aspergillus sojae 8,4 9,0 50 70
H6 Papaya carica 8.4 3,0a9,0 50 50a70

*Valores fornecidos pela PROZYN (2005) ¢ AB ENZYMES
(2001, 2002, 2003).

Virios estudos, ja realizados no mesmo labora-
torio do presente trabalho, avaliaram o efeito do tipo
de enzima sobre a remog¢ao de Phe em hidrolisados
proteicos. Assim, Soares et al. (2006), ao utilizarem
uma pepsina € uma papaina para o preparo de hi-
drolisados de leite em pd, ndo observaram diferenca
significativa na remog¢ao de Phe (97,1% e 97,6%,
respectivamente). No entanto, Vieira et al. (2008),
ao avaliarem o efeito de diferentes proteases (uma
de Bacillus stearothermophilus, duas de Bacillus
subtilis, uma de Aspergillus sojae; uma pancreatina
€ uma papaina) no preparo de hidrolisados proteicos
de farinha de arroz, obtiveram maior remocao de
Phe ao empregarem a mesma papaina utilizada neste
trabalho, tendo atingido 94,1%.

3.4 Efeito da relagao proteina:
carvao ativado

Aavaliacdo do efeito da relagdo proteina:carvao
ativado sobre a remocgdo de Phe foi realizada com-
parando os hidrolisados H6 (1:88), H7 (1:44), e
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H8 (1:16). Pode-se observar na Tabela 2 que o
efeito benéfico da utilizacdo de uma maior relacdo
proteina:CA ndo foi obtido, pois os percentuais de
remocao da Phe foram de 82%, 60% e 25% para as
relagdes de 1:88, 1:44 e 1:16, respectivamente.

Nao foram encontrados na literatura dados de
outros autores abordando o efeito deste parametro
sobre a remocao de Phe de hidrolisados proteicos.
Por outro lado, trés estudos ja foram realizados no
mesmo laboratodrio do presente trabalho, objetivando
verificar se a relacdo proteina:CA influenciava a
remocao de Phe de hidrolisados proteicos obtidos
de diferentes fontes proteicas. No primeiro, ao se
utilizar valores para esta relacdo de 1:118, 1:90
e 1:60, ndo foi detectada diferenga significativa
ente os resultados obtidos, tendo sido encontrado
um valor médio de 97% de remogdo de Phe de
hidrolisados proteicos de leite desnatado. (SOARES,
et al., 2006). Nos outros dois estudos, tal como no
presente trabalho, nao foi observado o efeito benéfico
da utilizagdo de uma maior relagdo proteina:CA.
Assim, para os hidrolisados proteicos de fuba de
milho, o emprego desta relagao de 1:88,5, 1:16 ¢ 1:8
levou a remocdo de Phe de 84,0%, 62,4% e 54,1%,
respectivamente. (CAPOBIANGQO, et al., 2007). No
caso de hidrolisados proteicos de farinha de arroz,
para as relagoes de 1:88, 1:44 ¢ 1:22 obtiveram-se
94,1%, 78,4% e 44,0%, respectivamente. (VIEIRA
et al., 2008).

O carvao ativado ¢ o meio adsorvente respon-
savel pela remog¢ao da fenilalanina. Portanto, uma
provavel explicacdo para a obten¢do de uma menor
remog¢ao de Phe com o emprego de uma relagdo
proteina:CA mais elevada ¢ o fato de que, ao se
diminuir a quantidade de carvao ativado na coluna,
o hidrolisado terd uma menor superficie de contato
com o carvao, que ficara saturado mais rapidamen-
te, perdendo, portanto, sua capacidade adsortiva e,
consequentemente, gerando hidrolisados com maior
teor final de fenilalanina.

3.5 Efeito da temperatura de reaciao

Para a avaliagdo deste parametro sobre a remo-
¢do de Phe, foram comparados os hidrolisados H6
(50 °C) e H9 (25 °C). Observa-se na Tabela 2 que a
vantagem da utilizagdo de uma menor temperatura
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de reagdo nao foi observada, uma vez que a maior
taxa de remocao (81,5%) foi obtida a 50 °C.

A maior eficiéncia da remogao de fenilalanina
apos a hidrolise a 50 °C pode estar relacionada a uma
maior atuagdo da enzima de Papaya carica a esta
temperatura. Tal resultado poderia ser explicado, pro-
vavelmente, pela influéncia de dois fatores. Primeiro,
pelo fato da temperatura de 50 °C estar na faixa 6tima
de atuacdo da enzima utilizada, que, segundo o for-
necedor, situa-se entre 50 e 70 °C (Tabela 3). Assim
sendo, na obten¢ao do H9, a temperatura utilizada
(25 °C) esta muito abaixo da faixa ideal de atuagdo
da enzima, enquanto no H6 a temperatura encontra-se
na faixa 6tima de atuacdo indicada pelo fornecedor.
A utilizagdo de uma temperatura fora da faixa ideal
influenciou, provavelmente, na interacao da enzima
com seu substrato, diminuindo sua atividade, o que
levou, provavelmente, a uma menor exposicao da
Phe e, consequentemente, a menor remocao deste
aminoacido pelo carvao ativado.

Além disso, sabe-se que a temperatura exerce
influéncia na estrutura tridimensional das proteinas,
e que a atividade de uma enzima esta diretamente
associada a sua conformacao. Consequentemente, a
temperatura tera efeito sobre a atividade enzimatica.
(LEHNINGER, 2006). Portanto, a utilizagdo de uma
temperatura mais elevada (50 °C) pode ter provocado
uma alteragdo da conformacgao da estrutura proteica,
favorecendo uma maior interagao das proteinas com
a enzima, o que favoreceria a exposi¢do da Phe e,
consequentemente, sua maior remog¢ao pelo carvao
ativado.

Nao foram encontrados na literatura dados
de outros autores sobre o efeito da temperatura de
reacao sobre a remocgao de Phe de hidrolisados pro-
teicos. No entanto, este parametro foi anteriormente
avaliado pelo mesmo grupo de pesquisa do presente
trabalho. Assim, Delvivo et al. (2006) verificaram
que o emprego da temperatura de reagdo (25 °C
e 50 °C) foi influenciado por diversos parametros
utilizados no preparo dos hidrolisados proteicos de
soro de leite, a0 se empregar uma pancreatina, sen-
do que, em alguns casos, o emprego de uma maior
temperatura foi mais vantajoso, em outros nao houve
diferenga significativa ou, ainda, foi prejudicial para
a remocao de Phe.
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3.6 Efeito do pH inicial

Para a avaliagdo do efeito do pH inicial da
reacdo de hidrolise na remoc¢do de Phe dos hidro-
lisados proteicos de feijao, foram comparados os
hidrolisados: H6 (pH 8,4), H10 (pH 8,0), H11 (pH
9,0) e H12 (pH 11,0).

Na Figura 2 nota-se que a utilizacao de dife-
rentes valores do pH inicial para o preparo dos hidro-
lisados (pH 8,4, pH 8,0 e pH 9,0) ndo levou a uma
diferenca significativa na remogao de Phe (81,4, 75,6
e 80,06%, respectivamente). Isto pode ser explicado
pelo fato de os trés valores de pH utilizados estarem
dentro da faixa de pH 6timo de atuacdo da enzima (de
3,0a9,0). Este mesmo fato justifica a menor remogao
obtida no hidrolisado preparado com pH inicial 11,0
(72,96%), pois este valor de pH encontra-se fora da
faixa o6tima de atua¢do da enzima. Considerando que
nao houve diferenca significativa entre os hidrolisa-
dos H6, H10 e H11, definiu-se o pH 8,4 (H6) como
melhor valor, pois ndo necessita da etapa de ajuste
de pH do extrato proteico de feijao, o que simplifica
o processo de hidrolise.

90

75 4

H12 -pH 11,0

g 85 1 81,5

g 80 2 H6 - pH 8,4
] H10-pH 8,0
g H11-pH 9,0

70 +

65

sem ajuste
84

pH inicial

Figura 2 - Efeito do pH inicial da rea¢do de hidrolise sobre a
remogdo de fenilalanina dos hidrolisados proteicos
de feijdo. Médias indicadas por letras iguais nao
diferem entre si a 5% de probabilidade pelo teste de
Duncan.

Nao foram encontrados na literatura dados
sobre o efeito do pH inicial sobre a remog¢ao de Phe
de hidrolisados proteicos.

3.7 Efeito da relacio enzima:subtrato

Com o objetivo de avaliar o efeito da relagao
enzima:substrato sobre a remoc¢do de fenilalanina,
foram comparados entre si os hidrolisados: H6 (E:S =
4:100), H13 (E:S=5:100), H14 (E:S=7:100) e H15

(E:S =10:100). Como pode ser observado na Figura
3, a vantagem da utilizacdo de uma menor relagio E:S
(menor quantidade de enzima) nao foi constatada para
os valores de E:S estudados, uma vez que ndo houve
diferenca significativa entre os resultados obtidos ao
se utilizar E:S de 4:100, 5:100 e 7:100 e, ainda, ao
se comparar 7:100 com 10:100, fica evidente que a
maior taxa de remogao (87,9%) foi obtida quando se
empregou a E:S mais elevada.

87,9
920 a

82,7 81,5

81,5
85 H6 - E:S =4:100

H13 - E:S =5:100
H14-E:S=7:100
HI5 - E:S=10:100

=]

80

=]

75

70

Remocéo de Phe (%)

65 T T T
4:100 5:100 7:100 10:100

Relacédo E:S
Figura 3 - Efeito da relagdo enzima:substrato sobre a remogéo
de fenilalanina dos hidrolisados proteicos de feijao.
E:S = Enzima:Substrato. Médias indicadas por letras

iguais ndo diferem entre si a 5% de probabilidade
pelo teste de Duncan.

Nao foram encontrados na literatura relatos
de outros autores abordando o efeito da relacdo E:S
sobre a remocao de Phe de hidrolisados proteicos.
Porém, no mesmo laboratorio do presente trabalho,
alguns estudos foram realizados neste sentido. Assim,
Capobiango et al. (2007), utilizando fuba de milho
como matéria-prima, avaliaram diversas condi¢des
de hidrélise, com o emprego de uma pancreatina
(AB Enzymes, Barueri, Brasil), sendo que, em al-
guns casos, observou-se a vantagem do uso de uma
menor relacao E:S (1:100 e 2:100), a qual levou a
uma remocao de Phe mais elevada (86,7% e 79,0%,
respectivamente). No entanto, em outro estudo des-
te mesmo laboratorio, utilizando outra pancreatina
(Sigma, St. Louis, EUA) para hidrolisar as proteinas
de arroz (LOPES et al., 2008), ndo foi observado
o mesmo efeito, j4 que o emprego de uma menor
relagdo E:S (1:100 e 2:100) acarretou uma remog¢ao
menos acentuada de Phe (91,0% e 100,0%, respec-
tivamente). O efeito benéfico de uma menor relacdo
E:S também ndo foi observado em hidrolisados
proteicos de farinha de arroz, obtidos pela acao da
mesma papaina do presente trabalho, ao utilizar uma
relagdo E:S de 1:100 (62,7% de remocao) e de 4:100
(94,1% de remocao). (VIEIRA et al., 2008).

Estes resultados demonstram que apesar de se
esperar, teoricamente, que a utilizacdo de uma maior
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relacdo E:S leve a um maior grau de hidrolise e ex-
posicao de Phe mais acentuada, o que proporcionaria
uma maior remogao deste aminoacido, na pratica
esse procedimento ¢ bem mais complexo do que o
esperado e depende de outros fatores, tais como: tipo
e concentragdo de enzima e substrato, pH, tempo e
temperatura da reacao hidrolitica.

4. Conclusoes

Empregando-se varias proteases para a hi-
drdlise das proteinas do feijao e o CA como meio
adsorvente, foi possivel obter hidrolisado proteico
com teor reduzido de Phe (433,7 mg Phe/100 g),
que poderia ser utilizado na reconstituicao do feijao,
permitindo a sua introducao na dieta de fenilcetontri-
cos. Para os diversos parametros estudados, o melhor
resultado foi encontrado ao se empregar a papaina na
relacdo E:S de 10:100; relagdo proteina:CA de 1:88;
pH inicial de 8,4 e temperatura de 50 °C, obtendo
87,93% de remogao de Phe.
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