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RESUMO

Considerando a importancia do feijdo na dieta do brasileiro e seu elevado teor protéico,
este trabalho teve o objetivo de promover a extragdo e a hidrdlise das proteinas do
feijao, e posterior remocdo da fenilalanina (Phe), etapas do processo de
desenvolvimento de um feijdo contendo baixo teor de Phe para ser utilizado na dieta de
fenilcetonuricos. Para isso, foram estudadas diversas condicbes enzimaticas de
extracdo e hidrolise das proteinas, além da remocg¢do da Phe. Para verificar o
rendimento de extracdo protéica (REP), foram, primeiramente, testados dois métodos.
Definido aquela em que se obteve maior rendimento, diversos parametros (velocidade
de centrifugacao, tempo de reagéao, pH inicial e o tipo de enzima) foram avaliados a fim
de otimizar o processo. O melhor REP (93,14%) foi obtido utilizando-se uma enzima de
Bacillus lichenformis na relagdo enzima:substrato (E:S) de 10:100, com velocidade de
centrifugagao igual a 10.640 g, tempo de reagédo de 3 h e pH inicial de 10,5. O extrato
protéico obtido foi, entdo, submetido a diversas condi¢cdes de hidrolise enzimatica, e o
carvao ativado (CA) utilizado como meio adsorvente na remogédo da Phe. Com o
objetivo de obter um hidrolisado com teor reduzido de Phe, alguns paréametros (pH
inicial, relagdo E:S, temperatura, tipo de protease e a relagdo proteina:CA) foram
estudados, e o teor de Phe dosado no hidrolisado por espectrofotometria derivada
segunda. A maior remocédo de fenilalanina (87,93%) foi obtida empregando-se a
protease de Papaya carica na relagédo E:S de 10:100, sem ajuste de pH, e ainda, com
temperatura de 50 °C e relagdo proteina:CA de 1:88. Este ensaio originou um
hidrolisado com teor final de 433,7 mg de Phe/100 g, permitindo sua utilizagdo parcial
no desenvolvimento de um feijdo modificado com baixo teor de Phe, ou ainda, como
fonte de proteinas de suplementos alimentares destinados a fenilcetonuricos.

Palavras-chave: feijao, proteinas, extragao, hidrélise, fenilalanina, fenilcetonuria.
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ABSTRACT

PROTEIN EXTRACTION AND PREPARATION OF PROTEIN HYDROLYSATES
FROM BEANS WITH LOW PHENYLALANINE CONTENT. Considering the importance
of beans in the diet of Brazilian people and its high protein content, the aim of this work
was to promote the extraction and hydrolysis of its proteins, and further phenylalanine
(Phe) removal. These steps are part of the process to development of a beans with low
Phe content to be used in the phenylketonurics’ diet. Thus, several enzymatic
conditions of protein extraction and hydrolysis, as well as phenylalanine removal were
studied. Using the condition wich produced the highest extraction yield (EY), some
paramaters (velocity of centrifugation, reaction time, initial pH and type of enzyme)
were evaluated in order to optimize the process. The highest EY (93.14%) was
achieved using the enzyme from Bacillus lichenformis in an enzyme:substrate ratio
(E:S) of 10:100, with a velocity of centrifugation of 10,640 g, reaction time of 3h and
initial pH of 10.5. Then the protein extract was hydrolysed using varied hydrolysis
conditions and the activated carbon (AC) was used as adsorbent for Phe removal.
Aiming the preparation of a reduced Phe, some parameters (initial pH,
enzyme:substrate ratio (E:S), temperature, type of proteolytic enzyme and protein:AC
ratio) were studied. The Phe content was evaluated by second derivative
spectrophotometry after passing through an AC column. The highest Phe removal
(87.93%), was achieved using the enzyme from Papaya carica with an E:S ratio of
10:100, with no pH adjustment, temperature of 50 °C and a protein:CA ratio of 1:88.
This assay produced a hydrolysate with a final Phe content of 433.7 mg/100 g, which
could be used, partially, in the development of beans with low Phe content or as source

of proteins in nutritional supplements for phenylketonurics.

Key words: beans, proteins, extraction, hydrolysis, phenylalanine, phenylketonuria.
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1 INTRODUCAO

Este trabalho faz parte da Linha de Pesquisa “Propriedades nutricionais e
funcionais de proteinas alimentares”, criada em 1994 pela orientadora do presente
estudo, cuja meta final consiste na produgdo de suplementos alimentares e de
alimentos para fins dietéticos especiais, com diversas aplicacdes relevantes para as
areas de nutricdo e saude (alimentacdo de idosos e criangas, prevengao e/ou
tratamento de doencas), bem como, a obteng¢ao de ingredientes ou agentes funcionais
(emulsionantes e outros) para alimentos e medicamentos. Evidencia-se, dessa forma, o
seu carater multidisciplinar e a sua importadncia para a saude dos pacientes, as
industrias alimenticias e farmacéuticas.

A fenilcetonuria (PKU) é um dos mais comuns erros inatos do metabolismo
causada pela deficiéncia parcial ou total da atividade da enzima fenilalanina hidroxilase
(PAH). Esta enzima, ativa no figado, é responsavel por catalisar a oxidagdo do
aminoacido fenilalanina (Phe) a 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 20° dia de vida preconiza um
rigoroso controle da ingestao protéica, 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 restricdo a proteinas naturais, os fenilcetonuricos
necessitam de uma fonte complementar de aminoacidos para garantir crescimento e
desenvolvimento normais. Esta complementacdo envolve dois tipos de substitutos
protéicos, a mistura de aminoacidos livres e os hidrolisados protéicos, sendo que no
Brasil apenas a mistura de aminoacidos esta disponivel por meio de importacdo e com
elevado preco (CLEMENTE, 2000; MIRA & MARQUEZ, 2000; SPRONSEN et al., 2001;
SANTOS et al., 2003).

As leguminosas sdo importantes fontes protéicas, principalmente para a
populacdo de paises em desenvolvimento, sendo o feijdo (20 — 25% de proteina) a
mais importante e mundialmente utilizada na alimentacdo humana (SGARBIERI, 1980;
BROUGHTON et al, 2003; THARANATHAN & MAHADEVAMMA, 2003;
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SANGRONIS et al., 2006).

Sabe-se que substitutos protéicos com elevados teores de oligopeptideos,
principalmente di-tripeptideos sdo mais efetivamente absorvidos, e consequentemente,
utilizados 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 feijao na alimentagdo e o valor nutricional
superior dos hidrolisados protéicos frente as misturas de aminoacidos, seria de grande
importancia utiliza-lo no desenvolvimento de novos produtos destinados a alimentacao
de fenilcetonuricos.

Nao foram encontrados na literatura trabalhos que abordassem a extracao
enzimatica das proteinas do feijdo, tampouco, a hidrolise desta e a remogédo da
fenilalanina. Entretanto, diversos autores utilizaram diferentes matérias-primas com o
objetivo de desenvolver produtos destinados a fenilcetonuricos e, para isso,
promoveram a extracdo das proteinas, seguida pela hidrolise e posterior remogao
deste aminoacido por carvao ativado (DE MARCO et al., 2004; LOPES et al., 2005Db,
2006; BIZZOTTO et al.,, 2006a,b; DELVIVO et al.,, 2006; SOARES et al., 2006;
CAPOBIANGO et al., 2007; VIEIRA, 2007).

Dando sequéncia ao desenvolvimento de novas opg¢des de alimentos para os
pacientes fenilcetonuricos, o presente trabalho teve como objetivo realizar a extragao
enzimatica das proteinas do feijdao (Phaseolus vulgaris), seguida da hidrolise
enzimatica destas e posterior remocdo da Phe, de forma a obter um hidrolisado
protéico de feijao com teor reduzido deste aminoacido que possa ser utilizado na
reconstituicdo da matéria-prima no desenvolvimento de um feijao modificado com baixo

teor de fenilalanina, destinado aos pacientes fenilcetonuricos.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 HIPERFENILALANINEMIA

A hiperfenilalaninemia (HPA) pode ser causada pela mutagdo no gene que
codifica a enzima fenilalanina hidroxilase (PAH), a qual converte diretamente a
fenilalanina (Phe) em tirosina (Tyr), ou, apesar de extremamente raro, pela mutagéo no
gene de enzimas envolvidas no metabolismo do cofator desta enzima, a
tetrahidrobiopterina (BH4) (HENDRIKSZ & WALTER, 2004; GIOVANNINI et al., 2007).

A mutacdo no gene que codifica, ou a PHA, ou as enzimas envolvidas no
turnover do BH4, levam a um aumento no nivel sérico da fenilalanina. As
hiperfenilalaninemias sao classificadas de acordo com o nivel de fenilalanina
sanguineo. Sabendo-se que a concentracdo normal de Phe no sangue esta
usualmente entre 50 e 120 umol/L, as diferentes formas de hiperfenilalaninemias séo
classificadas em Fenilcetonuria classica, Fenilcetonuria leve e Hiperfenilalaninemia nao
fenilcetonuria (PKU) (RAMASWAMI & SMITH, 1997; HANLEY, 2004; HEDRIKSZ &
WALTER, 2004). Essa classificagao pode ser vista na Tabela 1.

Tabela 1 - Classificacdo das hiperfenilalaninemias de acordo com o nivel sérico

de fenilalanina

Nivel de Fenilalanina

Sanguineo
Desordem pmol/L mg/dL
Fenilcetonuria Classica 21200 220
Fenilcetonuria Leve 600 <1200 10<20
Hiperfenilalaninemia ndo PKU 240 <600 3<10
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2.1.1 Fenilcetonuria

Fenilcetonuria classica, ou PKU como é mundialmente conhecida, € um dos
mais comuns erros inatos do metabolismo (alteragbes metabodlicas geneticamente
determinadas), com uma incidéncia superior a 1:10.000 em muitas populacdes. E uma
doenca que, quando nao tratada, tem como consequéncia retardo mental e epilepsia
(HENDRIKSZ & WALTER, 2004; MONTEIRO & CANDIDO, 2006;
GIOVANNINI et al., 2007).

A PKU foi primeiramente descrita em 1934 por Asborn Folling como uma
desordem no metabolismo do aminoacido fenilalanina causadora de retardo, chamada
imbecilitas phenylpyrouvica (CENTERWALL & CENTERWALL, 2000).

2.1.2 Aspectos bioquimicos

A L-fenilalanina, Figura 1, € um aminoacido essencial, e por isso, uma
quantidade minima € necessaria para o crescimento e desenvolvimento normal do
individuo. O excesso da Phe nao requerido para o anabolismo é hidroxilado a Tyr pela
enzima PAH. Essa reacdo de hidroxilacido requer a presenca de BH, como cofator
(HENDRIKSZ & WALTER, 2004).

Figura 1 - Estrutura quimica da fenilalanina.
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A reacao de hidroxilagdo da fenilalanina, mostrada na Figura 2, € um passo
obrigatdrio e limitante na via catabdlica que leva a completa oxidagao da fenilalanina a
CO, e a agua. A reacédo requer PAH e BH4. O BH4 € formado a partir do GTP e é
reciclado da dihidrobiopterina (BH2) pela enzima dihidrobiopterina redutase (DHPR).
Portanto, defeitos em qualquer desses passos pode resultar em um aumento de
fenilalanina sanglinea (HENDRIKSZ & WALTER, 2004).

H +
H
HEN N N H NH3
NAD™ B 5
Y & HﬂCHQ—J:H—CﬂD-
5
-~ ~CH—CH—CH —
E H é) ‘5 ’ \ Fenilalanina
{ H H \ S 02
Dihidrobiopterina Tetrahidrobiopterina Fenilalanina
redutase hidrolxilase
H / _>H20 .
HN TR / NH
3
NADH Y HO CHz—J:.H—c:.oo—
+H* C»H—‘E,H—'C,H:3 o
H Tirogina

Dlhldrobmpterma

Figura 2 - Via de oxidacé&o da fenilalanina
Fonte: LEHNINGER, 2006.

A enzima PAH, ativa no figado, mostrada na Figura 3, € um tetrdmero formado
por quatro subunidades idénticas, regulada por fosforilagdo/desfosforilagdo de suas
subunidades, com ativacdo pela fenilalanina (HENDRIKSZ & WALTER, 2004;
MONTEIRO & CANDIDO, 2006).

Figura 3 - Estrutura da enzima fenilalanina-hidroxilase
Fonte: ERLANDSEN & STEVENS, 1999.
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A diminuicdo na atividade da enzima PAH leva a um aumento na concentragao
de Phe em relagado a Tyr, e aumenta a producao de metabdlitos (Figura 4), tais como,
fenilactato, fenilpiruvato e fenilacetato. A Phe inibe competitivamente, o seu préprio
transporte através da membrana celular podendo causar uma deficiéncia no turnover
de dopamina, serotonina e provavelmente da melatonina. A patogénese do dano
neurolégico devido a deficiéncia parcial ou total da atividade da PAH n&o é bem
compreendida, entretanto, parece ser devido ao efeito do acumulo da fenilalanina, mais
do que de seus metabdlitos, no metabolismo intermediario, importante no crescimento
e desenvolvimento cerebral precoce. Segundo RAMASWAMI et al. (1997), possiveis
causas do dano neuroldgico ocasionado pela fenilcetonuria estao relacionadas com a

estabilidade da mielina, com a sintese protéica e com o turnover de dopamina.
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Figura 4 - Vias alternativas para o catabolismo da fenilalanina na fenilcetonuria
Fonte: LEHNINGER, 2006.

Mais de 460 mutagcdes no gene da PAH foram descritas, sendo a maioria com
um unico gene defeituoso, entretanto, ndo ha nenhuma mutagdo que prevalega,
embora certas mutagdes sejam mais comuns em diferentes populagbes étnicas. O
gene para PHA esta localizado no cromossomo 12, sua sequéncia genémica completa
mede mais do que 90 Kb, contendo 13 éxons e codigos para um RNA mensageiro
maduro de 2,4 Kb com 450 aminoacidos (HENDRIKSZ & WALTER, 2004).

20



2.1.3 Perfil epidemiologico

A ocorréncia da PKU varia entre os diferentes grupos étnicos. E
aproximadamente a mesma em europeus € asiaticos, mas é muito mais rara em
japoneses e quase desconhecida em africanos. A incidéncia de formas mais brandas
de HPA em algumas populagbes parece ser menos comum do que a propria PKU
(RAMASWAMI & SMITH, 1997; HENDRIKSZ & WALTER, 2004). Essa variagdo é
exemplificada na Tabela 2.

Em levantamento feito no Brasil em 2001, por CARVALHO (2003), foram triadas
1,251 milhdes de criangas, constatando-se 79 casos positivos para fenilcetonuria, e
prevaléncia de aproximadamente 1:15.000. Ja em 2002, em levantamento realizado
pelo mesmo autor, foram triadas 1,382 milhdes de criangas, constatando 56 casos
positivos e prevaléncia de aproximadamente 1:24.000. Ainda, segundo informagdes do
NUPAD (Nucleo de Pesquisa em Apoio Diagndstico da Faculdade de Medicina da
UFMG) a incidéncia no estado de Minas Gerais é de 1:21.000.

Tabela 2 - Ocorréncia mundial de fenilcetonuria por regiéo ou grupo étnico.

Regides geograficas ou

Incidéncia Anei
grupos etnicos (casos/ milhdes de nascimentos) Prevaléncia
Turquia 385 1:2.597
Judeus lemenitas 190 1:5.263
Escocia 190 1:5.263
Tcheco Eslovaquia 150 1:6.666
Polonia 130 1:7.692
Hungria 90 1:11.111
Dinamarca 85 1:11.764
Franca 75 1:13.330
Noruega 70 1:14.285
Inglaterra 70 1:14.285
Italia 60 1:16.666
China 60 1:16.666
Canada 45 1:22.222
Brasil 40 1:24.780
Suécia 25 1:40.000
Japéo 7 1:142.857
Judeus Asquenazes 5 1:200.000
Finlandia 5 1:200.000

Fonte: CARVALHO, 2003.
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2.1.4 Efeitos adversos do aumento no nivel sérico de fenilalanina

O desenvolvimento natural da PKU nao tratada leva a um retardo mental
progressivo e irreversivel que ocorre durante a infancia. Criangas com PKU sao
assintomaticas ao nascer, mas no periodo de 3 a 6 meses eles apresentam retardo
mental e microcefalia. Apresentam, ainda, uma grave dificuldade de aprendizado,
irritabilidade, falta de atencgao, disturbios comportamentais, hiperatividade e crises
convulsivas entre os 6 e 18 meses de vida. Entretanto, o efeito prejudicial torna-se
progressivamente menor com o aumento de idade, e € minimo apos os 12-14 anos de
idade (BEASLE et al., 1994; WAITZBERG, 2000; HENDRIKSZ & WALTER, 2004).

2.1.5 Diagnostico

O diagnostico da PKU é baseado na detecgao da hiperfenilalaninemia. O nivel
de fenilalanina é normal em criangas fenilcetonuricas ao nascerem, ja que o figado
materno protege o feto, mas aumenta rapidamente nos primeiros dias de vida. Ensaios
para determinacgéo de fenilalanina em sangue coletados de criangas recém nascidas 24
h apds o nascimento s&o sensiveis e confiaveis (SARKISSIAN & GAMEZ, 2005).

No Brasil a fenilcetonuria € detectada pelo “teste do pezinho”, que é obrigatdrio
em todo o territdrio brasileiro, conforme o Estatuto da Crianca e do Adolescente, inciso
[ll do Artigo 10 da Lei n°. 8069, de 13/07/1990 (BRASIL, 1990).

2.1.6 Tratamento

Em 1951, Woolf e Vulliamy, citados por HENDRIKSZ & WALTER (2004),
sugeriram que uma dieta restrita em fenilalanina poderia ser efetiva na prevengao das
desordens neuroldgicas causadas pela fenilcetonuria. Ao utilizar um hidrolisado de
caseina restrito em fenilalanina, BICKEL (1996), observou melhoras clinicas e
bioquimicas em pacientes com dois anos de idade com PKU.

O tratamento iniciado apds o reconhecimento do retardo no desenvolvimento é
apenas parcialmente bem sucedido, consequentemente, € necessario que o

diagndstico seja realizado durante a fase pré-sintomatica da desordem. Para se obter
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um melhor resultado, a crianga deve iniciar o tratamento dietético até os 20 dias de
idade (SMITH et al., 1990; HENDRIKSZ & WALTER, 2004).

O objetivo do tratamento é manter o nivel de fenilalanina sanguineo dentro de
um limite seguro (i.e. 120-360 mmol/L) para prevenir o dano cerebral e ao mesmo
tempo prover uma dieta nutricionalmente adequada para garantir o crescimento e uma
vida normal. Isto é alcancado por meio de uma restricdo a proteinas naturais e
fornecimento de uma fonte artificial de aminoacidos essenciais e ndo essenciais,
minerais e vitaminas. A severa restricdo a proteinas naturais € necessaria, pois, a
maioria das criangas com fenilcetonuria pode tolerar menos do que 500 mg de
fenilalanina em 24 h (HENDRIKSZ & WALTER, 2004; GIOVANNINI et al., 2007).

Uma rotulagem adequada de alimentos € essencial para a identificagdo de
fontes de fenilalanina na dieta. Um problema particular € encontrado com um adogante
comum utilizado em alimentos, o aspartame®, que é hidrolisado a fenilalanina livre,
acido aspartico e metanol. Apenas 330 mL de uma bebida adogada com aspartame®
pode conter a quantidade diaria total de fenilalanina permitida a uma crianga
(HENDRIKSZ & WALTER, 2004).

A conduta dietoterapica dos pacientes com PKU inclui dois tipos de substitutos
protéicos: a mistura de aminoacidos livres e o0s hidrolisados protéicos
(CLEMENTE, 2000; MIRA & MARQUEZ, 2000; SPRONSEN et al, 2001;
SANTOS et al.,, 2003), entretanto, no Brasil apenas a mistura de aminoacidos
encontra-se disponivel, através da importagao.

Diversas preparagdes comerciais de aminoacidos, livres de fenilalanina, sao
capazes de prover as exigéncias necessarias para um crescimento normal. Algumas
dessas contém minerais e vitaminas, mas em outras € necessario um suplemento
adicional. O restante da dieta consiste em produtos que contém menores teores de
fenilalanina (zero a 20 mg de Phe/100 g de alimento) que podem ser consumidos de
forma controlada. As formulagdes contendo misturas de aminoacidos, disponiveis no
mercado sdo caras. Dentre elas, encontram-se: PKU-1, PKU-2 e PKU-3, importadas
fornecidas pela Support Produtos Nutricionais e Rilla-l, Rilla-Il e Rilla-lll, nacionais
distribuidas pela Industria e Comércio de Produtos Alimenticios Vittafix Ltda
(GUADIX et al., 2000; MIRA & MARQUEZ, 2000; MaCDONALD et al., 2003).
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2.2 FEIJAO

As leguminosas ocupam um importante lugar na nutricdo humana,
especialmente na dieta padrao de paises em desenvolvimento, por possuirem teores
bastante altos de proteina (20-40%) (SGARBIERI, 1980;
THARANATHAN & MAHADEVAMMA, 2003).

O feijao comum (Phaseolus vulgaris) € uma leguminosa nativa das Américas
Central e do Sul. Possui grande adaptabilidade a diversos tipos de cultivo, solo,
quantidade de chuva, temperatura e altitude, sendo encontrado desde o nivel do mar
até altitudes de 3000 m, sendo cultivado em monocultura, associacdo ou sistema de
rotagao. E uma importante fonte de proteina, calorias, fibras alimentares, vitaminas do
complexo B e minerais na dieta de um grande segmento da populagdo mundial.
(SGARBIERI, 1980; BROUGHTON et al., 2003; SANGRONIS et al., 2006).

Acrescenta-se, ainda, que o feijjdo €& a leguminosa mais importante
mundialmente utilizada na alimentacdo humana. A producdo mundial excede 23
milhdes de toneladas, das quais 7 milhdes sdo produzidas na América Latina e Africa
(BROUGHTON et al., 2003).

No Brasil, o feijdo comum (Phaseolus vulgaris) é considerado como o alimento
basico de maior importancia, sendo a leguminosa mais consumida diretamente na
alimentagao tanto da populagao rural quanto da urbana. As duas regides que mais o
consomem sd&o o nordeste (20,8 Kg/ano - per capita) e sudeste
(18,2 Kg/ano — per capita), as quais sao, respectivamente, as regides menos e mais
desenvolvidas (BROUGHTON et al., 2003; COSTA et al., 2006). Além disso, no Brasil,
o feijao é a principal leguminosa fornecedora de proteinas, fazendo parte da dieta diaria
das classes sécio-econdmicas menos favorecidas (ANTUNNES et al., 1995).

Com relacdo a composicdo quimica do feijdo, alguns trabalhos foram
encontrados na literatura tais como os de SHIMELIS & RAKSHIT (2005) e
ANTUNNES et al. (1995). A titulo de ilustracdo, estdo apresentados na Tabela 3 os

teores dos principais componentes desta leguminosa.
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Tabela 3 - Composicdo quimica de alguns cultivares de feijdo (Phaseolus

vulgaris)

Componentes Cultivares

(% base seca) Rico 23 Rosinha-G2 Carioca Pirata-1
Proteina 25,53 25,77 23,37 23,62
Nitrogénio n&o protéico 4,88 3,75 3,99 3,38
Cinzas 4,2 3,79 4,18 3,58
Extrato etéreo 2,12 1,85 1,45 1,25
Fibra bruta 5,67 4,57 3,82 4,13
Carboidratos 62,48 63,92 67,18 67,42

Fonte: ANTUNES et al., 1995

2.2.1 Proteinas do feijao

O feijao contém proteinas que ocupam um lugar essencial na nutrigdo humana
por complementarem outros alimentos tais como o milho na regidao montanhosa da
América Latina e Leste da Africa, assim como o arroz no Brasil, que sao fontes
primarias de carboidratos. Possui em suas sementes entre 20 e 25% de proteina
(BROUGHTON et al., 2003).

Em feijdes, como em outras leguminosas, as proteinas de reserva, que
representam cerca de 80% das proteinas totais das sementes, localizam-se em
corpusculos protéicos no citoplasma. O feijdo praticamente ndo contém prolaminas e
apresenta um teor relativamente baixo de glutelinas, predominando as globulinas e
depois as albuminas (SGARBIERI, 1996; BROUGHTON et al., 2003).

Grande parte das albuminas do feijao € composta por glicoproteinas, que séo
proteinas que contém quantidades variaveis de carboidrato associado a molécula. Uma
caracteristica das globulinas do feijao é a resisténcia que essas proteinas oferecem a
protedlise quando n&o desnaturadas. As proteinas do feijdo, como um todo,
apresentam digestibilidade aparente inferior as de cereais, e mesmo as de algumas
leguminosas. As verdadeiras causas da baixa digestibilidade aparente das proteinas do
feijao ndo estdo totalmente esclarecidas, acreditando-se resultar da combinacdo da
resisténcia que algumas proteinas oferecem a protedlise e de efeitos fisioldgicos que
estimulam uma maior perda de proteinas enddégenas ou corporais. O valor nutricional

das proteinas do feijdo €, também, diminuido pela quantidade limitante dos
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aminoacidos sulfurados como a metionina, e pela biodisponibilidade desses
aminoacidos que, também ¢é considerada baixa (SGARBIERI, 1996). O perfil de

aminoacidos de alguns cultivares de feijao estdo apresentados na Tabela 4.

Tabela 4 - Perfil de aminoacidos nas proteinas de alguns cultivares de feijao
(Phaseolus vulgaris)

Aminoacidos

Cultivares
(9/16 g N)* Rico 23 Rosinha-G2 Carioca Pirata-1
Lisina 8,77 8,80 6,84 6,54
Histidina 2,27 2,23 2,53 2,94
Amobnea 1,73 2,18 1,85 1,56
Arginina 4,97 6,40 6,22 5,14
Triptofano™* 1,02 1,03 1,17 1,32
Acido aspartico 13,80 14,51 12,47 14,12
Treonina 4,70 5,17 4,21 453
Serina 6,63 6,62 5,97 5,92
Acido glutamico 20,74 19,53 18,32 19,41
Prolina 4,05 3,86 3,34 3,67
Glicina 4,40 4,35 3,65 3,99
Alanina 4,81 4,52 3,86 4,23
1/2 Cistina*** 1,51 1,11 1,12 1,31
Valina 5,57 6,15 4,06 4,35
Metionina*** 1,42 1,30 1,13 1,22
Isoleucina 4,75 4,62 3,26 3,50
Leucina 9,94 9,70 7,27 7,75
Tirosina 2,47 2,56 2,37 2,60
Fenilalanina 5,52 5,87 5,00 5,62

* Troca ibnica segundo SPACKMAN et al., 1958, Analisador beckman 120 °C.
** Método colorimétrico de SPIES, 1967.

*** Determinados como acido cistéico e metionina sulfona, respectivamente.
FONTE: ANTUNES et al., 1995.



2.2.2 Fatores antinutricionais

As proteinas do feijao possuem baixa digestibilidade, atribuida, dentre outros
fatores, a presenca de fatores antinutricionais, alguns dos quais podem também
diminuir a biodisponibilidade de elementos e proteinas. Os fatores antinutricionais
(inibidores de proteinas, acido fitico, saponinas, fitohematoglutininas, taninos e lectinas)
e 0s a-galactosideos (rafinose, estaquiose, verbascose) sdo alguns dos componentes
indesejaveis do feijao, pois podem limitar a utilizagdo de suas proteinas e carboidratos.
Entretanto, todos estes fatores antinutricionais podem ser eliminados pelo tratamento
térmico. A inativagdo e/ou remocgdo dos componentes indesejaveis é essencial,
podendo melhorar a qualidade nutricional, aceitabilidade e aumentar efetivamente o
potencial de utilizaggo do feijdo na alimentagdo humana e animal
(MORALES-DE LEON, et al., 2007; SHIMELIS & RAKSHIT, 2007). O processamento
das leguminosas, segundo THARANATHAN & MAHADEVAMMA (2003), melhora os
atributos sensoriais (aroma e palatabilidade) e nutricionais, pois aumenta a
biodisponibilidade de nutrientes.

Segundo SGARBIERI (1996), as lectinas, dentre as proteinas do feijao, sdo uma
das que tém o maior interesse e, portanto, tém sido mais estudadas. As lectinas do
feijao sdo glicoproteinas que se ligam a determinados sacarideos ou glicopeptidios de
modo muito especifico, e representam de 2-10% das proteinas do feijado, o que sugere
que elas devam desempenhar alguma fung¢do importante na planta. Varios autores tém
sugerido as seguintes fungdes para as lectinas: 1) anticorpos no combate as bactérias
do solo; 2) protecdo contra ataques de fungos; 3) transporte e armazenamento de
acucares; 4) ataque a enzimas que sao glicoproteinas; 5) diferenciacao de células
embridnicas; e 6) desempenham papel fundamental na relagdo simbiética entre células
das raizes de plantas leguminosas e bactérias formadoras de nodulos. As lectinas do
feijao sao téxicas e, quando ingeridas em seu estado nativo, podem causar a morte em
animais de laboratério e intoxicagdo em humanos. A toxidez se manifesta tanto em
nivel intestinal como em nivel sistémico. Em nivel intestinal as lectinas agem
principalmente sobre a mucosa. Ligando-se as membranas das vilosidades intestinais,
acabam por produzir a ruptura das microvilosidades e da propria vilosidade. Neste
processo verifica-se a interferéncia com os mecanismos de ingestdo e absorgcao de
nutrientes, estimulos as perdas de proteinas e de outros materiais celulares de origem
enddégena. Ja, em nivel sistémico, parte das lectinas ingeridas pode ser absorvida

intacta e, passando para a circulagao, havera interagdo com o sistema imunolégico e
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hormonal, provocando alteragbes do metabolismo geral no sentido de estimular o
catabolismo protéico e lipidico, elevando a excregao urinaria de nitrogénio. Todavia, a
acao toxica da lectina é eliminada pela sua desnaturagcdo o que ocorre pela agao do

calor, no preparo doméstico ou industrial.

2.3 ENZIMAS

As enzimas tém sido utilizadas ha muitos anos no processamento de alimentos,
e na produgcdo de queijos e vinhos, e esta utilizacdo tem expandido rapidamente,
principalmente nas duas ultimas décadas, sendo as hidrolases e oxirredutases as que

possuem maior utilizagdo (WONG, 1995).

2.3.1 Enzimas proteoliticas

As enzimas proteoliticas, peptidases, pertencem a subclasse 4 da classe das
hidrolases. As proteases sdo divididas em sub-subclasses de acordo com seu
mecanismo catalitico, conforme representado na Tabela 5. Os dois maiores grupos
dessas sub-subclasses compreendem as exopeptidases e as endopeptidases
(BEYOND & BOND, 2001).

As exopeptidases sao enzimas que atuam préoximo as extremidades N-terminal
ou C-terminal das cadeias polipeptidicas. Dentre aquelas que atuam na extremidade
N-terminal encontram-se as: aminopeptidases (EC 3.4.11.) — as quais liberam um unico
residuo de aminoacido, e as dipeptidil-peptidase ou tripeptidil-peptidase
(EC 3.4.14.) — as quais liberam dipeptideos ou tripeptideos, respectivamente. Agora,
dentre as enzimas que atuam na extremidade C-terminal livre estdo as
carboxipeptidases (EC 3.4.16-18) — as quais liberam um unico residuo, e as peptidil-
dipeptidases (EC 3.4.15.) — as quais liberam dipeptideos. As carboxipeptidases séo
agrupadas ainda em trés grupos, as serino-carboxipeptidases (EC 3.4.16), as
metalocarboxipeptidases (EC 3.4.17.) e por ultimo as cisteino-carboxipeptidases (EC
3.4.13.). Ha também as omega-peptidases (EC 3.4.19), as quais removem residuos
terminais que sao substituidos, ciclizados ou ligados por ligagdes isopeptidicas
(BEYOND & BOND, 2001).
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As endopeptidases sao enzimas as quais clivam as ligag¢des internas da cadeia
polipeptidica e sao divididas baseadas no mecanismo catalitico e especificidade
em: serino endopeptidases (EC 3.4.21.) — as quais possuem um centro ativo envolvido
na catalise da serina; cisteino endopeptidases (EC 3.4.22.) — as quais possuem o
centro ativo especifico para a cisteina; aspartico endopeptidases (EC 3.4.23.) — as
quais sao dependentes de residuos de acido aspartico, e por ultimo as
metaloendopeptidases (EC 3.4.24.) — aquelas que utilizam metais em suas reacdes
cataliticas, e por ultimo as treonina endopeptidases (EC 3.4.25.). Geralmente a cadeia
polipeptidicada resultante da clivagem de uma endopeptidase pode ter varios
tamanhos (BEYOND & BOND, 2001).

Tabela 5 - Subdivisdo das peptidases baseada no mecanismo catalitico

NUmero de enzimas

Cadigo Tipo de peptidase pertencentes
3.4.11 Aminopeptidases 19
3.4.13 Dipeptidases 12
3.4.14 Dipeptidil-peptidases 8
3.4.15 Exopeptidases Peptidil-dipeptidases 3
3.4.16 Serina carboxipeptidases 4
3.4.17 Metalocarboxipeptidases 19
3.4.18 Cisteina carboxipeptidase 1
3.4.19 Omega peptidases 11
3.4.21 Serina endopeptidases 75
3.4.22 Cisteina endopeptidases 26
3.4.23 Endopeptidases Aspartico endopeptidases 32
3.4.33 Metaloendopeptidases 69

Endopeptidases de tipos 2
3.4.99 desconhecidos

Fonte: BEYOND & BOND, 2001.

2.3.2 Enzimas comerciais

Estdo disponiveis comercialmente, diversas enzimas provenientes de
microorganismos e vegetais, aprovadas pela FAO/WHO e FCC (Food Chemical Codex)
para serem utilizadas no processamento de alimentos. Abaixo, estdo descritas algumas

caracteristicas das proteases comerciais utilizadas no presente estudo.
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Protemax® 580 L

Protemax® 580 L é uma preparacao enzimatica comercial a base de proteases
alcalinas de grau alimenticio, derivadas de uma cepa selecionada de Bacillus
lichenformis, produzida pela Prozyn (Sado Paulo, SP, Brasil), com especificacbes de
pureza recomendadas para as enzimas de grau alimenticio definidas pela FAO e pela
FCC. Tem sido largamente utilizada em processos de hidrélise e extragao de diferentes
tipos de proteina. A faixa de pH recomendada é de 7 a 10, com um 6timo em 9,5.
Entretanto, o valor de pH para se atingir a melhor performance depende de parametros
como temperatura, tempo de reagdo, natureza do substrato e sua concentracdo. E
efetiva nas temperaturas de 25 a 75 °C, com um 6timo em 60 °C. Da mesma forma que
o pH, a temperatura 6tima para o processo também depende de variaveis como o
tempo de reacgédo, pH, natureza do substrato e concentragédo. Esta disponivel na forma
liquida e apresenta coloragdo marrom, com densidade igual a 1,1 g/mL (PROZYN,
2005)".

Corolase® TS

A Corolase® TS é um preparado enzimatico proteolitico que possui atividade
exclusiva de endopeptidase, derivado de Bacillus stearothermophilus, produzido pela
AB ENZYMES (Barueri, SP, Brasil), que atende as especificacdes da FAO e FCC. E
utilizada na hidrdlise controlada de varias proteinas e apresenta melhor desempenho
em valores de pH neutro a ligeiramente alcalino, com pH 6timo igual a 8,0. Devido a
sua excelente estabilidade térmica pode ser utilizada em reagbes com temperatura
elevada e apresenta atividade 6tima a 80 °C. E comercializada sob a forma liquida,
apresentando coloragcdo marrom clara e cheiro caracteristico, com densidade igual a
1,15 g/mL (AB ENZYMES, 2002)%

" PROZYN. Especificacdes técnicas de enzimas. s.n., 2005. 2p
2 AB ENZYMES. Corolase® TS: Description and Specification. Rev. Nr. 00. 2002, 2p.

30



Protemax® N200

Protemax® N200 é um produto constituido por proteases neutras derivadas de
uma cepa selecionada do Bacillus subtilis capaz de hidrolisar diferentes fontes
protéicas em peptideos de baixo peso molecular e aminoacidos, produzido pela Prozyn
(Sao Paulo, SP, Brasil). E estavel em uma faixa de pH de 4,5 a 7,5 com um valor 6timo
entre 7 e 7,5, e temperatura 6tima de atuagao de 55 °C (PROZYN, 2005)°.

Corolase® 7089

Corolase® 7089 é um produto constituido de enzimas proteoliticas, obtidas de
culturas de Bacillus subtilis, contendo atividade exclusiva de endopeptidase produzida
pela AB ENZYMES (Barueri, SP, Brasil), que atende as especificagdes da FAO e FCC.
A Corolase® 7089 é utilizada na hidrolise de proteinas de diferentes fontes como,
gelatina, peixe e proteinas do leite. Os valores de pH e temperatura 6timos de atuagao
sao, respectivamente, 7,0 e 55 °C (AB ENZYMES, 2001)4.

Corolase® LAP

A Corolase® LAP ¢é um preparado enzimatico proteolitico, contendo
exclusivamente atividade de exopeptidase, produzido pela AB ENZYMES
(Barueri, SP, Brasil) que atende as especificacbes da FAO e Food Chemical Codex
(FCC). Segundo dados do fabricante, € um produto derivado de culturas de Aspergillus
sojae, que apresenta atividade 6tima no pH 9 e temperatura de 70 °C. E comercializada
sob forma de liquido marrom claro com cheiro caracteristico e densidade igual a 1,2
g/mL (AB ENZYMES, 2001)*.

® PROZYN. Especificacdes técnicas de enzimas. s.n., 2005. 2p
* AB ENZYMES. Corolase® 7089, Corolase® LAP, Corolase® L10: Description and Specification. Rev.
Nr. 02. 2001, 6p.
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Corolase® L10

Corolase® L10 é um preparado enzimatico obtido a partir da Papaya carica
(EC 3.4.22.2), sendo, portanto, uma papaina. E produzida pela AB ENZYMES (Barueri,
SP, Brasil), atende as especificagbes da FAO e FCC e possibilita uma hidrélise protéica
de alta eficiéncia e baixo custo. Possui a vantagem de ter uma ampla faixa de pH de
atuagao, adaptando-se aos mais diversos processos. Segundo a AB ENZYMES (2003),
a Corolase® L10 apresenta elevada solubilidade, sendo comercializada sob a forma de
um liquido amarelo claro com cheiro caracteristico, com densidade igual a 1,2 g/mL.

Possui atividade 6tima sob uma larga faixa de pH (3 a 9) e temperatura (50 — 70 °C)*.

2.4 METODOS DE EXTRACAO DE PROTEINAS

Diferentes procedimentos para a extracdo quimica das proteinas do feijao sao
relatados na literatura. Segundo SUN & HALL (1975) e MARQUEZ & LAJOLO (1981), a
maioria das proteinas dos vegetais € usualmente fracionada com base em suas
diferentes solubilidades em a&agua (fracdo albumina) e em solugdo salina
(fracéo globulina).

Segundo SGARBIERI (1996), cerca de 80% das proteinas dos graos de feijao
podem ser extraidas em solucdo 0,3 N de NaCl. ISHINO & D ORTEGA (1975),
utilizaram solugdo de NaCl 0,5 M para extrair as proteinas do feijao e obtiveram
rendimento de 88,4%. CHANG & SATTERLEE (1981) também utilizaram NaCl 0,5 M e
obtiveram um rendimento de 84%.

SHEHATA & THANNOUN (1981) utilizaram diferentes solu¢des salinas e
obtiveram os seguintes rendimentos: 87,58% com Na,CO; (0,1 N), 82,22% com sulfito
de sdédio (0,025 N), 79,93% com citrato de sodio (0,05 N) e 78,78% com NaCl (0,5 N).
Estes autores também utilizaram solucdes de HCI e de NaOH variando pH, tempo e
temperatura de reacéo, e obtiveram os melhores resultados entre 77,63 e 85,28%.
SATHE & SALUNKHE (1981), ao utilizarem extracdo sequencial, alcangaram
rendimento de 87,6% (acido/base) e 88,5% (dgual/acido/base).
Ja MARQUEZ & LAJOLO (1981) utilizaram para a extragdo solugao de NaCl (0,5 N)
com ascorbato (0,25 M) obtendo 62% de extragéo .

A utilizacdo de condi¢cbes alcalinas na extracdo de proteinas pode causar

reagcdes secundarias indesejaveis e potencial toxicidade, tal como a formacédo de
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lisinoalanina, acarretando perda do valor nutritivo das proteinas. Outras consequéncias
sao, a ocorréncia de reagao de Maillard, a qual causa o escurecimento dos produtos, e
a maior extracdo de componentes nao protéicos que co-precipitam com a proteina e
diminuem a qualidade do isolado protéico (WANG et al., 1999).

Com o objetivo de aumentar o rendimento do processo de extragdo protéica de
diversas matérias primas, € importante controlar variaveis como: tempo e temperatura
de reagao, tamanho de particulas da matéria-prima moida, agitagcdo mecanica, além da
concentracéo e do tipo de solvente (DICKEY, 1999).

Nao foram encontrados na literatura trabalhos abordando a utilizagdo de
enzimas na extracdo das proteinas do feijdo. Entretanto, varias enzimas tém sido
utilizadas na extracdo de proteinas. Entre estas, encontram-se a pancreatina,
proteases alcalinas, fungicas ou bacterianas (EUBER et al., 1991); um complexo de
proteases (Flavourzima do Aspergillus oryzae) seguido de uma preparagdo de
carboidrase e amilase (TANG et al., 2002); a-amilase (BAN 240 L) e protease
(Prozyme 400 L) (AGBOOLA et al., 2005). No mesmo laboratorio do presente estudo,
CAPOBIANGO et al. (2007) utillizaram a enzima de Bacillus lichenformis
(Protemax® 580L) na extracédo das proteinas do fuba de milho, e VIEIRA (2007) utilizou
além desta enzima uma de Bacillus subtilis (Protemax® N200), na extracdo das
proteinas da farinha de arroz.

FREITAS et al. (1998), estudando a incubagdo em meio aquoso do grao de soja
extrusado, com enzimas celuloliticas e proteoliticas, obtiveram um rendimento de 74%
na extracdo das proteinas. A analise por eletroforese mostrou, ainda, que toda esta
proteina estava na forma de peptideos com peso molecular distribuido em duas
fragbes, uma com peso molecular abaixo de 3000 Da, e outra entre 10000 e 20000 Da,
0 que torna o hidrolisado com uso potencial no preparo de alimentos e bebidas.

FISCHER et al. (2001) avaliaram a extragdo de proteinas da farinha de soja
desengordurada pelo uso de preparagdes enzimaticas contendo uma endoprotease
(alcalase de grau alimenticio do Bacillus lichenformis), um complexo de proteases
(flavourzima do Aspergillus oryzae), seguido de uma preparagdo de carboidrase do
Aspergillus aculeatus e do Humicola insolens. O uso das proteases mostrou-se
eficiente na obtencéo de 89 a 94% das proteinas da farinha de soja, ja as carboidrases
nao contribuiram na extragdo das proteinas. Entretanto, os autores sugeriram que a
extracdo incompleta das proteinas se deve a interferéncia da matriz, provavelmente
devido as interagdes entre proteinas e outros constituintes da amostra.

O conhecimento da solubilidade das proteinas € importante na selegdo das
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condicbes Otimas para sua extracdo. A solubilidade de uma proteina depende
grandemente do numero e do arranjo de cargas na molécula, que por sua vez
dependera da composigcdo em aminoacidos; particularmente do numero de residuos
acidos (aspartil, glutamil) e basicos (histidil, arginil e lisil). Partes ndo protéicas da
molécula como lipideos, carboidratos, fosfatos, etc, também afetam a solubilidade das
proteinas (SGARBIERI, 1996).

A solubilidade das proteinas podera ser modificada pela influéncia de varios
fatores como pH, forca ibnica e temperatura. O pH afeta a natureza e a distribuicao de
cargas das proteinas. Segundo SGARBIERI (1996), o excesso de cargas de mesmo
sinal produz repulsdo das moléculas, que contribui para sua maior solubilidade.
Portanto, em geral, as proteinas sdo mais soluveis em meio acido ou alcalino, por
causa do excesso de cargas positivas ou negativas.

Outro fator importante € a temperatura. A maioria das proteinas € soluvel a
temperatura ambiente e a solubilidade tende a aumentar a medida que a temperatura é
eleva até 40-50 °C. Acima deste valor, as proteinas comeg¢am a sofrer desnaturagao e
a solubilidade tende a diminuir (SGARBIERI, 1996). No processo de extragcéo
enzimatico, a temperatura também é importante, pois afeta a estabilidade de enzimas
e, como consequéncia, a sua capacidade de ligacdo ao substrato e de transforma-lo
em produto.

As enzimas proteoliticas s&o empregadas para solubilizagdo das proteinas pelo
rompimento das ligagdes peptidicas (FURLAN & OETTERER, 2002). As proteinas sao
mais suscetiveis ao ataque de enzimas proteoliticas em sua forma desnaturada do que
na forma nativa. A explicacdo para este fato esta associada a mudanca da
conformacgdo globular ou filamentosa compacta da forma nativa, para uma
conformacao mais aberta da proteina desnaturada, permitindo um maior acesso das
enzimas proteoliticas a um maior numero de ligagdes peptidicas, o que segundo
SGARBIERI (1996), aumenta o grau de hidrdlise.

Em relacdo a forma em que deve se apresentar a matéria-prima nos processos
de extracdo das proteinas, EUBER et al. (1991) relataram que a Unica restricdo é que a
matéria-prima esteja suficientemente fragmentada para maximizar a area de superficie
efetivamente exposta para agcado da enzima.

Diversas preparagdes enzimaticas tém sido utilizadas na obtenc&o de extratos
protéicos de soja, arroz e trigo (EUBER et al., 1991; FISCHER et al.,, 2001,
TANG et al., 2002; WANG & WANG, 2004; AGBOOLA et al., 2005). Com objetivo de

produzir suplementos nutricionais para fenilcetonuricos, CAPOBIANGO et al. (2007) e
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VIEIRA (2007) extrairam enzimaticamente as proteinas do fuba de milho e da farinha
de arroz, respectivamente. CAPOBIANGO et al. (2007) utilizaram a enzima
Protemax® 580L e obtiveram percentuais de extracdo entre 71,5 e 86,8% de e
verificaram que o tempo e a temperatura influenciaram no rendimento da extragao.
VIEIRA (2007) avaliou o tipo de enzima, pH, temperatura, tratamento fisico,
concentracdo de matéria-prima e relagdo enzima-substrato na extragao das proteinas

obtendo resultados de extracdo que variaram de 28,6 a 63,6%.

2.5 HIDROLISE DE PROTEINAS

A hidrolise de proteinas é basicamente o resultado da clivagem de suas ligagdes
peptidicas, liberando peptideos de diferentes tamanhos e aminoacidos livres. Para
romper as ligagdes peptidicas e preparar os hidrolisados s&o indicados trés métodos
principais: as hidrélises enzimatica, alcalina e acida. Cada uma apresenta vantagens e
desvantagens, dependendo da utilizagdo e dos objetivos a serem alcangados. Os
métodos que utilizam pH alcalino e acido sao de dificil controle, originam produtos com
reduzida qualidade nutricional, podem destruir aminoacidos como triptofano, lisina,
treonina e causar racemizacgao dos aminoacidos. Entretanto, também ha desvantagens
no processo enzimatico. Entre elas, podem-se destacar: a instabilidade enzimatica, a
influéncia das condicbes de pH e temperatura, e a concentracdo do substrato
(ADLER-NISSEN, 1981; LAHL & BRAUN, 1994; BERNARDI, 2000; CLEMENTE, 2000;
FURLAN & OETTERER, 2002).

No entanto, segundo PEARCE (1995) e BERNARDI (2000), os processos
alcalinos e acidos nao sio facilmente aceitos, principalmente devido a crescente
preocupacgado do consumidor quanto a seguranga alimentar. Assim sendo, a utilizagao
de enzimas para hidrolisar peptideos e proteinas apresenta varias vantagens:
(1) especificidade na atuacdo das enzimas; (2) o método € nao destrutivo; (3) as
enzimas agem rapidamente e, teoricamente, completam a hidrolise em apenas alguns
minutos; (4) permite o controle do grau de hidrélise; (5) deixa menor conteudo de sal no
hidrolisado final; e (6) ha formagao minima de subprodutos
(MANNHEIM & CHERYAN, 1992; PEARCE, 1995; BERNARDI, 2000; CLEMENTE,
2000; GUADIX et al., 2000).

35



Um efeito frequente da hidrélise enzimatica, e que representa um dos principais
obstaculos na aplicagao generalizada dos hidrolisados, constitui o desenvolvimento de
gosto amargo no decorrer da catalise. Este parece estar relacionado, pelo menos em
parte, a liberacdo de aminoacidos hidrofébicos que se encontravam no interior das
moléculas protéicas ou devido ao tamanho dos peptideos formados
(ROLAND et al., 1978; ADLER NISSEN, 1981; COGAN et al., 1981; STANLEY, 1981;
UMETSU et al., 1983; MINAGAWA et al., 1989; NAKAMURA et al., 1993; YEOM et al.,
1994; LIN et al.,, 1997). Varias alternativas como, tratamento com carvédo ativado,
extragdo com alcool, precipitagéo isoelétrica, cromatografia em silica gel, cromatografia
de interacdo hidrofobica, adicdo de polifosfatos, glicina ou ciclodextrina durante o
processo de hidrélise e aplicacédo/tratamento de exopeptidases, tém sido utilizadas na
tentativa de prevenir, eliminar ou mascarar, esse efeito (COGAN et al.,, 1981,
PEDERSEN, 1994; SAHA & HAYASHI, 2001). Outra possibilidade para reduzir o sabor
amargo dos hidrolisados protéicos, € a encapsulagao do hidrolisado em lipoesferas e
lipossomas, técnica esta empregada por MORAIS et al. (2004, 2005) em hidrolisados
de caseina produzidos pela agao da papaina.

Algumas variaveis devem ser controladas durante a reagdo enzimatica para se
alcancar os resultados desejados, como a escolha da enzima, o pH, tempo e
temperatura de hidrélise, tipo e concentragao de substrato, relagdo enzima:substrato e
inativagdo enzimatica ao final do processo. Deve-se ter, também, um método eficiente
para a determinac&o do grau de hidrélise (SILVESTRE et al., 1993; CANDIDO, 1998).

A escolha e o controle da quantidade da enzima proteolitica sdo de extrema
importancia, uma vez que sua agao especifica ira influenciar a composicao final dos
produtos, principalmente com relacdo ao tamanho médio dos peptideos e ao teor de
aminoacidos livres, os quais influenciam no desenvolvimento do sabor amargo
(CHATAUD et al., 1988; FREITAS et al., 1998; CLEMENTE, 2000).

Na producao de hidrolisados, associagdes de enzimas de ampla especificidade
tém também sido empregadas, levando a uma hidrélise extensa, com maior
porcentagem de pequenos peptideos e aminoacidos (REED, 1975;
GUADIX et al., 2000). Para obter hidrolisados a serem usados em formulagdes
especiais, tem-se utilizado, preferencialmente, uma reagdao sequencial de
endopeptidases e exopeptidases. O uso inicial de endopeptidases facilita a acdo das
exopeptidades em uma segunda etapa, acarretando uma degradagdo mais completa
(CLEMENTE, 2000).
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Ao final do processo deve-se interromper a reacao pela inativacdo da enzima.
Para isto, geralmente sdo empregadas mudancas no valor de pH ou temperaturas
suficientemente altas, entre 80 e 90 °C, por 10 a 20 min, para provocar a desnaturagao
da molécula enziméatica (LOOSEN et al, 1991; BOBBIO & BOBBIO, 1992;
NAKAMURA et al., 1993; SILVESTRE et al., 1994a,b; MORATO et al., 2000). Além
disto, como as enzimas podem ser empregadas, geralmente, em concentracbes muito
baixas, sua remocado do sistema da reacdo é frequentemente desnecessaria e mais
facil do que para outros catalisadores, os quais devem ser usados em concentragdes
maiores (REED, 1975).

O processo de hidrélise enzimatica tem propiciado uma melhoria das
propriedades funcionais das proteinas, como solubilidade, poder emulsificante, textura,
tendo grande aplicabilidade em varios produtos alimenticios (ABERT & KNEIFEL, 1993;
SILVA & SILVESTRE 2003; VIANA et al.,, 2004, 2005; VIEIRA et al., 2006;
CAPOBIANGO et al., 2007). As proteases tém sido utilizadas para a modificacdo de
proteinas, como na hidrolise das proteinas da soja e de outros vegetais, para a
solubilizacdo de concentrados protéicos de peixes, para amaciar carnes, hidrélise de
caseina, na melhoria da textura de queijos, aumentando assim, significativamente, a
qualidade e o valor nutritivo dos produtos (CHEFTEL et al., 1989).

Dietas baseadas em peptideos em substituicdo a proteinas sdo largamente
utilizadas na nutricio de pacientes com desordens metabdlicas especificas
(DE FREITAS et al., 1993). Tais formulagcbes constituem a base de alimentos especiais
empregados no tratamento de diferentes doencas tais como, fenilcetonuria, fibrose
cistica, doenga de Crohn e intolerancia ou alergia alimentar (WEAVER et al., 1993).

Um dos principais critérios na caracterizagao de um hidrolisado para utilizagao
dietética é sua distribuicdo quanto ao tamanho dos peptideos, pois é sabido que o
comprimento da cadeia peptidica influencia a taxa de absor¢ao (GRIMBLE et al., 1986;
VIJAYALAKSHIMI et al., 1986). Diversos autores tém demonstrado que féormulas
contendo um elevado teor de oligopeptideos, especialmente, di- e tripeptideos, séo
utilizadas mais efetivamente pelo organismo do que uma mistura equivalente de
aminoacidos livres ou proteina intacta, apresentando assim um maior valor nutritivo
(KEOHANE et. al., 1985; GRIMBLE et al., 1986; RERAT, 1993; BOZA et al., 2000).
Alem disso, o fato de os aminoacidos dos hidrolisados estarem, em grande parte,
agrupados em peptideos, proporciona uma menor osmolaridade possibilitando boa
absorg¢ao de outros componentes da dieta, reduzindo a incidéncia de diarréia osmaética
e permitindo sua utilizacdo de forma enteral (ADIBI, 1989; FURST et al., 1990;
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PARRADO et al., 1991; GONZALEZ-TELLO et al., 1994).

Alguns pesquisadores tém apontado os hidrolisados protéicos com baixo teor de
Phe como o substituto protéico mais adequado no tratamento dos fenilcetonuricos.
Para a producdo de tais hidrolisados, o processo enzimatico vem sendo o mais
indicado, ndo somente por sua viabilidade de produg¢do em larga escala e custo
moderado, mas também pela alta qualidade dos produtos. Comumente é utilizada
nessa etapa, no minimo duas enzimas, uma das quais com especificidade para
aminoacidos aromaticos (pepsina, carboxipeptidases) e outra com especificidade
ampla, agindo sobre a maioria das liga¢des peptidicas, como a papaina e proteases de
diversas origens (MONCHI & RERAT, 1993; CLEMENTE et al., 1999;
MIRA & MARQUEZ, 2000; SANTOS et al., 2003).

2.6 REMOCAO DE FENILALANINA

A fenilalanina € um aminoacido comum que usualmente esta presente em todas
as proteinas de origem animal ou vegetal na propor¢ao de 3 a 6%. Considerando que o
tratamento da PKU é essencialmente dietético, o qual preconiza a baixa ingestao de
proteinas naturais, varios métodos tém sido propostos com o intuito de reduzir este
aminoacido em alimentos (OUTINEN et al., 1996; SHIMAMURA et al., 1999).

A hidrélise enzimatica expde a Phe, possibilitando sua posterior remogao. Varios
métodos tém sido utilizados para a remocgao de fenilalanina, como adsor¢gao em carvao
ativado (CA) ou resinas de adsorg¢ao, cromatografia de troca idnica, peneira molecular
ou filtracdo em gel além de desaminacdo deste aminoacido pela enzima fenilalanina
amonia liase. Na escolha do método de remocéo deve ser levado em consideracao a
praticidade, a reprodutibilidade e a relacdo custo/eficiéncia de cada tratamento
(CONNOR et al.,, 1976; EUBER et al., 1991; LOPEZ-BAJONERO et al., 1991;
BOBBIO & BOBBIO, 1992; OUTINEN, et al.,, 1996; DICKEY et al., 1999;
SHIIMAMURA et al., 1999).

O carvao ativado vem sendo utilizado por varios autores para a remocio de
fenilalanina de hidrolisados protéicos. Assim, KITAGAWA et al. (1987) utilizaram carvao
ativado e obtiveram 97% de remoc¢ao de fenilalanina de hidrolisados de soro de leite.
LOPEZ-BAJONERO et al. (1991) removeram 92% de Phe de hidrolisados de caseina e
leite em p6é desnatado utilizando o mesmo meio adsorvente, e
MOSZCZYNSKI & IDIZIAK (1993) removeram cerca de 90% de Phe de hidrolisado de
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caseina também utilizando carvao ativado.

Em estudos realizados no mesmo laboratério do presente trabalho, o uso do CA
foi eficiente na remogao de Phe de hidrolisados protéicos de arroz em gréo, obtidos
pela acao da Corolase PP — 89 a 100% e da pancreatina — 84 a 100% de remocéao
(BIZZOTTO et al., 2006b). Em outros trabalhos do mesmo grupo, o CA também foi
utilizado com eficiéncia na remogao de Phe de hidrolisados enzimaticos de fuba de
milho atingindo até 97,5% de remog¢ao (CAPOBIANGO et al., 2007), de leite desnatado
chegando a 99% de remogéo (SOARES et al., 2006; LOPES et al., 2006), e de soro de
leite em pd, tendo atingido os niveis de remoc¢ao de até 97% (DE MARCO et al., 2005),
95% (SILVA et al., 2006, 2007) e 99% (DELVIVO et al., 2006).

2.7 AVALIACAO DA EFICIENCIA DA REMOCAO DE FENILALANINA

Varios métodos estdo descritos na literatura para se determinar a Phe, dentre
eles pode-se citar: cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) de fase reversa
(ZEZZA et al., 1992), HPLC de troca i6nica (FANG et al., 1992), HPLC de interagéo
hidrofiica (CARREIRA et al., 2002), sensor enzimatico de membrana
(SHIMAMURA et al.,, 1999) e espectrofotometria derivada segunda - EDS
(SILVESTRE et al., 1993).

A EDS é um método quantitativo e qualitativo, que baseia-se na derivagado do
espectro de absorcdo normal dos compostos analisados, sendo considerada uma
técnica  analitica simples, rapida e de custo relativamente baixo
(ICHIKAWA & TERADA, 1977, 1979, 1981; O'HARVER, 1979; RAGONE et al., 1984;
ROJAS et al., 1988).

SILVESTRE et al. (1993) utilizaram a EDS para avaliar a pureza de hidrolisados
comerciais € observaram a adigdo de aminoacidos livres, de proteinas nativas ou
mesmo de hidrolisados com diferentes graus de hidrélise. Além disso, esses autores
demonstraram que a intensidade dos picos, no espectro de derivada segunda de
proteina e peptideos, esta relacionada com a exposicdo dos aminoacidos aromaticos,
sendo tanto maior quanto mais proximo o grupamento aromatico estiver da posi¢céao
C-terminal ou N-terminal.

Essa técnica foi empregada para determinar a Phe de hidrolisados enzimaticos
de leite em pd (LOPES et al., 2005a,b; SOARES et al., 2006), de soro de leite
(DE MARCO et al., 2005; DELVIVO et al., 2006; SILVA et al., 2007), de arroz em grao
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(BIZZOTTO et al., 2006a,b), de fuba de milho (CAPOBIANGO et al., 2007), e de farinha
de arroz (VIEIRA, 2007).

A EDS foi empregada por SILVESTRE et al. (1993) para analisar hidrolisados de
caseina. Com este método, os autores estimaram o grau de hidrélise e a
homogeneidade do hidrolisado (presengca de hidrolisado protéico ou mistura de
aminoacidos). Além disso, essa técnica foi utilizada para avaliar a taxa de
encapsulacdo de hidrolisados enzimaticos de caseina (BARBOSA et al.,, 2004,
MORAIS et al., 2005).

3 OBJETIVOS

OBJETIVO GERAL

Obter um hidrolisado protéico de feijdo com teor reduzido de fenilalanina que

possa ser utilizado no desenvolvimento de um feijao destinado a fenilcetonuricos.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

= Determinar a composi¢ao quimica do feijao.
= Extrair enzimaticamente as proteinas do feijao.
= Obter, por método enzimatico, hidrolisados protéicos de feijao.

= Remover a fenilalanina dos hidrolisados por meio do carvao ativado.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 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 cedidas
pela Prozyn (Sdo Paulo, SP, Brasil). As proteases, Corolase® LAP proveniente de
Aspergillus sojae, Corolase® 7089 proveniente de Bacillus subtillis, a Corolase® L10
proveniente de Papaya carica e a Corolase® TS de origem de
Bacillus stearothermophilus foram doadas pela AB Enzymes Brasil Comércio Ltda
(Barueri, SP, Brasil). Carvdo 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.

4.2 METODOS

4.2.1 Determinacdo da composicao centesimal do feijao

Foi feito um “pool” dos trés pacotes de feijao adquiridos, que em seguida foi
moido em moinho (Marconi — TE 020, série 870348, Piracicaba, SP) e passado em
tamis de 42 Mesh para se obter uma farinha homogénea. O feijdo moido foi
acondicionado em potes de vidro hermeticamente fechados e mantidos sob
refrigeragdo até o momento de uso.

A composicdo quimica do feijao 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 dessecacgao
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 6,25 como fator

de conversao de nitrogénio total para proteina total
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(GREENFIELD & SOUTHGATE, 1992); os lipideos, por extracdo com éter etilico, pelo
método de Soxhlet modificado (Quimis Q-308G26, série 018, Diadema, SP); os
minerais, por incineragdo em mufla a 550 °C. O teor de carboidratos foi calculado pela
diferenca entre 100 e a soma das porcentagens de agua, proteinas, lipideos totais e

cinzas, e inclui a fibra alimentar total.

4.2.2 Extracao enzimatica das proteinas do feijao

No preparo do extrato protéico de feijao foram testados dois métodos
enzimaticos de extracao, ja utilizados no mesmo laboratério do presente trabalho por
CAPOBIANGO et al. (2007) e VIEIRA (2007), originalmente empregados na extragéo
das proteinas do fuba de milho e farinha de arroz, respectivamente. Destes dois
métodos testados, o que levou ao maior rendimento de extragdo protéica (REP) foi
utilizado para avaliar os demais parametros.

Ao utilizar o método otimizado por CAPOBIANGO et al. (2007), o feijao moido foi
suspenso em agua na propor¢ao de 1:5 (p/v). A suspenséo foi agitada em ultra-turrax
(IKA Labortechnix, T25 basic, Wilmington, EUA) a 19.000 rpm por 5 min, e a enzima
(Protemax® 580L — Bacillus lichenformis) adicionada na relacdo enzima:substrato (E:S),
de 1:10. Utilizou-se pH de 9,5, temperatura de 55 °C e tempo de reagado de 5 h.
O ajuste do pH foi realizado com solugdo de NaOH a 3 mol/L e a temperatura
controlada em banho de vaselina liquida, sobre agitador magnético. Apés 5 h de
reacao sob agitacdo constante, a suspenséao foi resfriada a 25 °C e centrifugada por
15 min a 1700 g. O extrato protéico do feijdo (EPF) foi recolhido em um recipiente e o
residuo foi, entdo, lavado duas vezes com agua destilada, repetindo-se a etapa de
centrifugagcéo entre as lavagens e recolhendo sempre o EPF no mesmo recipiente.
O residuo foi pesado e submetido a determinagao do teor de proteina.

No método otimizado por VIEIRA (2007), que utiliza a mesma enzima, o
processo foi semelhante, diferenciando-se por utilizar, o pH inicial em 10,5, a
temperatura de 50 °C, a suspensdo em agua na propor¢ao 1:10 (p/v) e nao utilizar

agitagao em ultra-turrax.
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4.2.3 Avaliacdo do efeito de alguns parametros sobre o rendimento

da extracado protéica

Apos determinar qual dos métodos foi o mais eficiente, os parametros
velocidade de centrifugagdo, tempo, pH, temperatura de reagdo e o emprego de
diferentes tipo de protease foram avaliados, visando otimizar o processo e aumentar o

rendimento de extrac&o protéica (REP).

Velocidade de centrifugacéao

Utilizando a condigdo em que se obteve o maior REP no item 3.2.2, ao final da
extragdo protéica, verificou-se que mesmo apds a centrifugagdo, ocorreu uma
precipitacdo do EPF. Visando eliminar ou diminuir esta precipitacdo, variou-se a
velocidade de centrifugagcao em 425, 1 700, 3 800, 6 800 e 10 640 g. Para avaliar este
efeito apds a extragao, o extrato protéico foi colocado em fracos de mesma dimensao e
guardado na geladeira e, apés um mesmo periodo de tempo (6 dias), a altura do
precipitado formado foi medida com régua, sendo a velocidade de centrifugagdo em

que se formou o menor precipitado considerada a melhor.

Tempo de reacao

Para estudar o efeito do tempo de reacdo sobre a extragcdo enzimatica das
proteinas do feijao, foi utilizada a melhor condi¢gao obtida no item anterior (3.2.3.1) e

variou-se o tempo de reacdoem 2 h,3 h,5h e 6 h.

pH inicial

Para avaliar este parametro foram testados diferentes valores de pH inicial
(9,0; 9,5; 10,0; 10,5 e 11,0), com o tempo de reagdo em que se obteve o maior REP.

Os valores de pH dos extratos obtidos foram medidos apds o término da extracao.

43



Efeito da utilizacédo de diferentes proteases

Definidos os parametros acima, foram testadas cinco enzimas sendo quatro de
origem microbiana (uma de Bacillus lichenformis, duas de Bacillus subtillis e uma de
Aspergillus sojae) e uma de origem vegetal (Papaya carica). Todas as enzimas foram

testadas na mesma relacao E:S (10:100).

Determinac¢éo do rendimento da extragdo protéica

Para cada parametro estudado, exceto para a avaliacdo do efeito da velocidade
de centrifugagao, o rendimento da extracao protéica (REP) foi determinado, conforme a

Equacao 1:

[(AxB) - (CxD )]
(AxB)

(1) REP = x100

sendo:

A = Teor de proteina no feijao (g/100 g de feijao).
B = Quantidade de feijao utilizado na extragdo (g).
C = Peso do residuo obtido na extragao (g).

D = Teor de proteina no residuo (g/100 g de residuo).

4.2.4 Preparo dos Hidrolisados Proteicos Isentos de Fenilalanina

Foram preparados 15 hidrolisados enzimaticos, tendo sido variados os seguintes
parametros: temperatura, pH, relagcdo enzima:substrato, emprego de diferentes
proteases e relagao proteina:carvéo ativado (CA) (Tabela 6).

No preparo dos hidrolisados, 40 mL do extrato protéico de feijao foi colocado em
erlenmeyer e o pH medido. Em seguida, levou-se ao banho de vaselina liquida, sobre
agitador magnético, com agitagdo constante, para que fosse atingida a temperatura a
ser avaliada. Apdés a estabilizagdo da temperatura, adicionou-se a enzima a ser
analisada na quantidade suficiente para atingir a relagdo E:S desejada. Ao final da
reacado, o processo foi interrompido por aquecimento em banho-maria a 80 °C por
20 min.
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No caso dos hidrolisados H1 a H8, 40 mL do extrato protéico de feijdo foi
colocado em erlenmeyers e o pH medido. O erlenmeyer com o extrato protéico foi,
entdo, levado ao banho de vaselina liquida a 50 °C, sobre agitador magnético, com
agitacdo constante. Estabilizada a temperatura, as diferentes enzimas foram
adicionadas em quantidades suficientes para se obter a relacdo E:S desejada (4:100).
Apos 5 h, a reacdo foi interrompida por aquecimento em banho-maria a 80 °C,
por 20 min. Ressalta-se, ainda, que nos hidrolisados H7 e H8 a relagdo proteina:CA
utilizada foi de 1:44 e 1:16, respectivamente, enquanto em todos os outros a relacéo foi
de 1:88.

Para o preparo do hidrolisado H9, seguiu-se o0 mesmo procedimento acima,
exceto que a temperatura de reacao utilizada foi de 25 °C. Quanto ao preparo dos
hidrolisados H10, H11 e H12, foi utilizado o mesmo processo dos hidrolisado H1 a H8,
entretanto variou-se o pH inicial da reagcdo em 8,0, 9,0 e 11,0 respectivamente. E os
hidrolisados H13, H14 e H15, os quais também tiveram o mesmo procedimento de
preparo citado anteriormente, diferiram quanto a relagdo E:S, que foi de 5:100, 7:100 e
10:100, respectivamente.

Tabela 6 - Parametros empregados no preparo dos hidrolisados protéicos de

feijdo e remocao de fenilalanina

Hidrolise enzimatica Remocdo de Phe
Hdrolisados
Protease pH E:S Tem?oeéi tura Relacdo proteina:CA
H1 B. liccheniformes 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 B. subtilis (AB ENZIMES) 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
H8 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
H13 Papaya carica Sem ajuste 5:100 50 1:88
H14 Papaya carica Sem ajuste 7:100 50 1:88
H15 Papaya carica Sem ajuste 10:100 50 1:88

E:S = Relagéo enzima substrato; CA = Carvao ativado; pH sem ajuste = 8,4.
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4.2.5 Remocao de fenilalanina dos hidrolisados

A Phe foi removida dos hidrolisados protéicos de feijao pela utilizagado do CA,
como meio adsorvente. Foi empregado o procedimento de passagem por coluna,
descrito por SOARES et al. (2006). O CA foi hidratado com agua purificada por 10 min
sob agitagdo 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 e submetidos a pressdao (compressor Diapump, Fanem, mod. 089-A, série

BE11778, Sao Paulo, SP, Brasil), tendo sido recolhidos os eluatos.

4.2.6 Efeito de alguns parametros sobre o preparo dos hidrolisados

protéicos isentos de fenilalanina

O efeito do tipo de enzima foi testado empregando-se cinco diferentes proteases
de microorganismos, e uma papaina (H1 a H6). O efeito da relagdo proteina:CA, foi
estudado nas seguintes proporgdes 1:88, 1:44 e 1:16 (H6, H7 e H8, respectivamente).
Para avaliar o efeito da temperatura foram testados os valores de 50 e 25 °C (H6 e H9).
Para o estudo da influéncia do pH foram utilizados os seguintes valores iniciais; sem
ajuste (8,4), e com ajuste para 8,0, 9,0 e 11,0 (H6, H10, H11 e H12, respectivamente).
Finalmente, para o estudo da influéncia da relagédo enzima:substrato foram utilizadas as
relacdes de 4:100, 5:100, 7:100 e 10:100 (H6, H13, H14 e H15, respectivamente).

4.2.7 Avaliacao da eficiéncia da remocao de fenilalanina

A avaliacao da eficiéncia de remocgao de Phe, pelo CA, foi realizada pela medida
do teor de Phe livre, no feijao e seus hidrolisados, apds tratamento com CA,
empregando-se a espectrofotometria derivada segunda (LOPES et al., 2005b).
As amostras foram submetidas a hidrolise acida (HCl a 5,7 mol/L, 110 °C, 24 h) e, apos
ajuste do pH para 6,0, com solugdo de fosfato de sddio bibasico (1 mol/L), foram

submetidas as leituras de absorvancia na faixa de 250 a 280 nm. Foram tragcados os
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espectros de derivada segunda (Espectrofotdmetro 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 padréo.
O software GRAMS-UV (Galactic Industries Corporation, Salem, EUA) foi utilizado para
tragcar os espectros da derivada segunda.

Para a curva padrdo, 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 tampao fosfato de
sédio a 0,01 mol/L (pH 6,0). Em seguida, 10 mL de cada uma destas solu¢des foram
misturados e a solucdo obtida foi diluida, sucessivamente, de maneira a se obter
concentragcdes de Phe variando de 0,067 a 2,018 x 10™* mol/L. A eficiéncia da remocgao

de Phe foi calculada de acordo com a equagéo (2):

[A - (BxC/D)]

(2) % Remocgéo de Phe = x100

sendo,

A = Teor de Phe no feijao (g/100 g de feijao)

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

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

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

4.2.8 Analise estatistica

Todos os experimentos foram realizados em trés repeticdes e as analises foram
realizadas em ftriplicata. Para comparar o REP em relagao a variacao dos parametros
empregados na extragdo enzimatica das proteinas do feijao e a porcentagem de
remocao de fenilalanina dos hidrolisados protéicos, utilizou-se a Analise de Variancia
(ANOVA fator unico) e o Teste de Duncan para comparagdo de meédias, ambos a
5% de probabilidade (PIMENTEL-GOMES, 2000).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 COMPOSICAO QUIMICA DO FEIJAO

Os dados referentes a composicdo quimica do feijao Phaseolus vulgaris estao
apresentados na Tabela 7. De uma forma geral, a composi¢céo do feijao assemelha-se
a dados encontrados na literatura. Algumas diferengas encontradas podem ser
explicadas pelo fato de que diferentes cultivares apresentam diferencas em sua

composicao quimica e que fatores ambientais afetam a composig¢ao do grao.

Tabela 7 - Comparacado do resultado da composicdo quimica do feijao utilizado

no presente trabalho e de diferentes cultivares de feijdo (Phaseolus vulgaris)

Componentes Cultivares

(% em base seca) Carioca' Carioca? Carioca® Diversos*
Proteinas 23,68 23,37 23,26 21,08
Lipideos 1,66 1,45 1,51 1,53
Cinzas 3,40 4,18 4,07 4,14
Carboidratos 71,26 71,00 71,16 73,24

1Feijéo utilizado no trabalho

“ANTUNNES et al., (1995).

*Tabela Brasileira de Composicio de Alimentos - TACO. 22 edi¢io, Campinas, SP, 2006.
4USP, 1998. Valores referentes a Feijao, tipos diversos, Phaseolus vulgaris.

Observa-se que os valores encontrados para proteinas, lipideos e carboidratos
foram muito préximos aos encontrados por ANTUNES et al. (1995), e aos relatados na
Tabela Brasileira de Composicdo de Alimentos (TACO, 2006). Considerando que
ambos utilizaram a mesma cultivar, estas diferencas podem ser devidas a efeitos de
fatores ambientais e condigcbes de cultivo, pois segundo SGARBIERI (1996),
a composig¢ao quimica do feijao depende do cultivo e da cultivar. Os valores obtidos
sao também semelhantes aos valores da Tabela Brasileira de Composicdo de
Alimentos — TBCA (USP, 1998). As diferencas entre os valores encontrados e os
relatados na tabela podem ser justificadas pelo fato destes ultimos representarem nao

apenas a cultivar carioca, mas sim valores obtidos de diversos tipos de feijao
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Phaseolus vulgaris.

Os teores obtidos de proteinas, lipideos, cinzas e carboidratos também se
assemelham aos valores encontrados por BERRIOS et al. (1999),
SHIMELIS & RAKSHIT (2005) e COSTA et al. (2006). As diferencas encontradas
podem ser devido ao fato de estes autores utilizarem diferentes cultivares de

Phaseolus vulgaris em seus experimentos.

5.2 EFICIENCIA DA EXTRACAO ENZIMATICA DAS PROTEINAS DO
FEIJAO

5.2.1 Efeito do método de extracao protéica

Na Figura 5, estdo apresentados os percentuais de rendimento da extragdo das
proteinas do feijao, obtidos pelos métodos utilizados por CAPOBIANGO et al. (2007) e
VIEIRA (2007), em trabalhos realizados no mesmo laboratorio do presente trabalho.
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s 90 A 88,43 %
©
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£
G
@ 80
CAPOBIANGO et al. (2007) VIEIRA (2007)

Meétodo de extragcao

Figura 5 - Efeito de diferentes métodos sobre o rendimento da extracdo protéica
do feijdo. Os valores diferem entre si a 5% de probabilidade pela anélise de variancia
(ANOVA fator unico).
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Pode-se observar que ambos os métodos foram eficientes na extragdo das
proteinas do feijao, entretanto, o método de extracdo enzimatico utilizado por
VIEIRA (2007), foi mais eficiente e significativamente diferente, pela analise de
Variancia (ANOVA fator unico), a 5% de probabilidade, do que o método utilizado por
CAPOBIANGO et al. (2007), na extragcao das proteinas do feijao.

Apesar dos dois meétodos utilizarem a mesma enzima proveniente de
Bacillus lichenformis (Protemax® 580 L), e a mesma relagdo E:S (10:100), a utilizagdo
de um maior valor de pH inicial, maior volume de agua, e ainda, uma menor
temperatura de reacéo, e a ndo agitagdo em ultra-turrax, no método de VIEIRA (2007),
levaram a um aumento no REP do feijao de 88,43% para 92,53%.

A maior eficiéncia obtida ao utilizar o método de VIEIRA (2007), pode ser
explicada pela composicdo das proteinas do feijdo. Segundo SGARBIERI (1996),
o feijao praticamente nao possui prolaminas, proteinas soluveis em solugdes alcodlicas
(70 a 80% de etanol); apresenta um teor relativamente baixo de glutelinas, as quais séo
soluveis em solugdes acidas e alcalinas diluidas; predominando as globulinas, soluveis
em solugdes salinas diluidas e depois as albuminas, soluveis em agua. De acordo com
MARQUEZ & LAJOLO (1981), as proteinas do feijao sao constituidas de 52,3% de
globulinas, 31,5% de albuminas e 24% de glutelina.

Assim, o fato de o método de VIEIRA (2007), utilizar um maior valor de pH inicial
€ uma maior propor¢ao de agua em relacdo a matéria-prima, pode ter levado a uma
maior solubilizacdo, respectivamente, das fragbes glutelina e albumina e,
consequentemente, a uma maior extracao destas fragées, aumentando o REP com
relacdo ao método de CAPOBIANGO et al. (2007).

Nao foram encontrados na literatura dados sobre o rendimento da extragao
enzimatica das proteinas do feijao. Diversos autores utilizando processos quimicos de
extragdo, com o emprego de solugdes salinas diluidas (NaCl, sulfito de sodio e citrato
de soédio), obtiveram rendimentos de extragdo que variaram de
62 a 88,4% (ISHINO & D ORTEGA, 1975; CHANG & SATTERLEE, 1981;
MARQUEZ & LAJOLO, 1981; SHEHATA & THANNOUN, 1981). Utilizando também
processos quimicos de extragao, porém desta vez, com o emprego de acidos e bases
(HCI e NaOH), de forma isolada ou sequencial, SATHE & SALUNKHE (1981),
e SHEHATA & THANNOUN (1981), alcangaram rendimentos que variaram de
77,63 a 88,5%.

Observa-se que o rendimento de extragdo das proteinas do feijao, obtido pela
utilizacdo do método otimizado por CAPOBIANGO et al. (2007) (88,43%), encontra-se
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entre os valores mais altos citados na literatura, enquanto o REP obtido com o método
otimizado por VIEIRA (2007), (93,14%), foi superior aos rendimentos obtidos pelos
autores consultados. Os métodos utilizados, além de terem apresentado porcentagens
de extragdo protéica igual ou superior as alcangadas pelos autores acima citados,
apresentam a vantagem de serem métodos enzimaticos, o que diminui a possibilidade
de ocorréncia de reagbdes secundarias e a formacdo de compostos com potencial
toxicidade, que levariam a uma diminuicdo do valor nutricional das proteinas
(WANG et al., 1999).

5.2.2 Efeito da variacao da velocidade de centrifugagcao sobre a

precipitacdo do extrato protéico

Ao utilizar as velocidades de centrifugacédo de 425, 1700, 3800, 6800 e

10 640 g, a altura dos precipitados formados foram de 0,7; 0,6; 0,5; 0,45 e 0,3 cm,

respectivamente. Observa-se que o aumento na velocidade de centrifugagdo no

processo de extracdo das proteinas do feijdo diminuiu a precipitagdo do extrato

protéico, apds a centrifugacdo. A menor quantidade de precipitado formada (0,3 cm),

foi obtida utilizando a velocidade de 10.640 g. Portanto a velocidade de centrifugagéo
passou a ser de 10.640 g e ndo mais de 1.700 g como no método de VIEIRA (2007).

A menor altura do precipitado formado apds a extracao protéica se deve ao fato

de que a utilizacdo de uma maior velocidade de centrifugagdo promove uma maior

separacao da fracdo soluvel, no qual se encontram as proteinas extraidas, da fracao

insoluvel, diminuindo a precipitagao posterior do sobrenadante.
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5.2.3 Efeito do tempo de reacéo

A influéncia do tempo de reacdo sobre o rendimento da extragdo das proteinas
do feijao esta apresentada na Figura 6.
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Figura 6 - Efeito do tempo de reacdo sobre o rendimento da extracdo das
proteinas do feijdo. Médias indicadas por letras iguais ndo diferem entre si a 5% de
probabilidade pelo teste de Duncan.

Pode-se observar que o aumento no tempo de reacao n&o levou a um aumento
linear do rendimento de extragao das proteinas do feijao. O maior rendimento foi obtido
apos 3 e 5 h de reagao (92,57 e 92,45%, respectivamente) para os quais ndo houve
diferenca significativa pelo teste de Duncan (5% de probabilidade). Seguidos pelos
obtidos apdés 6 h (89,47%) e 2 h (87,40%), os quais também ndo apresentaram
diferencga significativa entre si a 5% pelo teste de Duncan.

CAPOBIANGO et al. (2007), empregando a mesma enzima de
Bacillus lichenformis utilizada neste trabalho, avaliaram o efeito do tempo de reacao
sobre a extragao das proteinas do fuba de milho. Eles observaram uma elevagao do
REP ao aumentar o tempo de reacao de 1 para 5 h (71,5% e 83,8% respectivamente),
mas nao observaram diferenga significativa ao passar de 5 para 15 h e de 15 para

24 h, mostrando que também ndo houve aumento linear do REP com o aumento do
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tempo de reacgao, nos tempos estudados.

O aumento observado no REP, ao passar de 2 para 3 h de reacao, esta de
acordo com o esperado teoricamente. Segundo FISHER et al. (2001), o maior tempo
de acao enzimatica € importante para elevar o rendimento da reacao, pois leva a uma
hidrolise mais acentuada das moléculas protéicas originando peptideos de cadeias
mais curtas, os quais sdo mais soluveis. Entretanto, este efeito ndo foi observado ao
aumentar o tempo de reagdo de 3 para 5 h. Possivelmente, a fragdo protéica nao
extraida apds 3 h de reacdo estava constituida de proteinas que nao sao hidrolisadas
pela enzima, seja pela auséncia de um sitio de atuagdo para a enzima ou por
impedimento estérico, como pode ocorrer com as glicoproteinas (lectinas e grande
parte da globulinas do feijao), devido a presengca do residuo de carboidrato na
molécula. Portanto, mesmo com um maior tempo de reacido o rendimento de extracéo

nao aumenta.

5.2.4 Efeito da variagcao do pH inicial

Na Figura 7 pode-se observar a influéncia do pH inicial sobre o rendimento da

extracao das proteinas do feijao.
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Figura 7 - Efeito da variacdo do pH inicial no rendimento da extracdo das
proteinas do feijdo. Médias indicadas por letras iguais ndo diferem entre si a 5% de

probabilidade pelo teste de Duncan.

53



Observa-se que os maiores rendimentos de extracdo foram obtidos com os
ensaios realizados com pH inicial de 10,5 e 11,0 (92,57 e 93,14%), os quais nao
diferiram significativamente entre si pelo teste de Duncan a 5% de probabilidade,
seguidos pelo REPs obtidos com pH 9,5 (90,85%), 10,0 (89,64%) e por ultimo
com pH 9,0 (88,70%), os quais diferiram entre si e dos ensaios com pH 10,5 e 11,0
pelo teste de Duncan (5% de probabilidade).

A faixa de pH recomendada para a enzima utilizada (proveniente do Bacillus
lichenformis) € de 7 a 10, com pH étimo em 9,5 (segundo informagdes do fornecedor).
Apesar deste valor 6timo, o emprego de valores mais elevados de pH levou a um maior
rendimento na extracado das proteinas. Uma das razdes para este fato pode ser a maior
solubilizagdo da fragdo glutelina das proteinas do feijdo, as quais s&o, segundo
SGARBIERI (1996), soluveis em solugbes acidas e alcalinas diluidas. Ou seja, a
utilizagdo de valores de pH mais alcalinos pode ter proporcionado uma maior
solubilizacdo da fracdo glutelina e, conseqientemente, um aumento do REP.
Observou-se, ainda, ao medir o pH ao final da reagdo, que ocorreu uma queda no valor
de pH (de 9,0 para 7,35; de 9,5 para 7,59; de 10,0 para 7,73; de 10,5 para 8,05 e de
11,0 para 8,41). A utilizacdo de um pH inicial mais elevado pode também ter permitido
que o pH da reagdo permanecesse por um maior tempo proximo ao pH 6timo da
enzima, favorecendo sua atuagdo (maior atividade enzimatica), e levando a um maior
rendimento de extragéo.

BIZZOTTO et al. (2006a) e VIEIRA (2007) também verificaram que o emprego
de valores mais elevados de pH foi benéfico para o rendimento de extracdo das
proteinas do arroz e da farinha de arroz, respectivamente. Assim, utilizando uma
pancreatina (Corolase PP® - AB ENZYMES), BIZZOTTO et al. (2006a) obtiveram um
aumento no rendimento de extragdo de 61,3% para 65,0% ao elevar o valor de pH de
9,0 para 12,0. No trabalho de VIEIRA (2007), ao passar de pH 9,5 para 11,0, obteve-se
um aumento no REP de 53,5% para 63,6%, empregando a mesma enzima de
Bacillus lichenformis utilizada neste trabalho.

A diminuicdo do pH, verificada ao término da reagao, também foi observada por
outros autores. EUBER et al. (1991), utilizaram uma pancreatina
(Pancreatina 8X — American Laboratories, Inc.), em pH 8,0, para solubilizar as
proteinas do residuo de arroz obtido apds a extracdo do amido pela acao de a-amilase.
Estes autores relataram que ao final do processo o pH ficou entre 6,9 e 7,5.
CAPOBIANGO et al. (2007) e VIEIRA (2007), empregando a mesma enzima de

Bacillus lichenformis utilizada no presente trabalho, na extragao das proteinas do fuba
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de milho e farinha de arroz, respectivamente, também verificaram a diminuicdo do pH
ao término da extragcdao. CAPOBIANGO et al. (2007) observaram que o pH, inicialmente
ajustado para 9,5, ao final da extracdo situava-se em torno de 7,0.VIEIRA (2007)
observou uma queda nos valores iniciais de pH de 10,5 e 9,5 para 7,4 e de
pH 11,0 para 8,2. Este efeito se deve a hidrdlise enzimatica das proteinas, na qual
ocorre a quebra das ligagbes peptidicas e, consequentemente, a liberacdo de
grupamentos terminais dos peptideos. Em solugbes aquosas, estes grupos se
encontram na forma ionizavel (COO™ + H"), e os protons livres neutralizam parcialmente
a alcalinidade do meio (GUADIX et al., 2000; LEHNINGER, 2006).

Considerando que os REPs obtidos com pH inicial 10,5 e 11,0 nao diferiram
entre si, optou-se por utilizar o pH 10,5, pois ao final deste ensaio o pH se encontra
mais proximo a neutralidade, o que elimina uma etapa posterior de neutralizacao,
diminui a probabilidade de formagao de compostos téxicos, como a lisinoalanina, a
ocorréncia da reacao de Maillard e a co-precipitagdo de componentes nao protéicos
que poderiam diminuir o valor nutricional das proteinas e a qualidade do produto final
(WANG et al.,1999).

5.2.5 Efeito da utilizacdo de diferentes proteases

Os valores de REP obtidos utilizando-se diferentes enzimas sob as mesmas
condigdes estdo apresentados na Figura 8. Pode-se observar que o maior REP foi
obtido ao utilizar a enzima proveniente de Bacillus lichenformes (93,14%), seguido por
Aspergillus sojae e Bacillus subtilis (AB Enzymes®) (73,22 e 72,97%,
respectivamente), que nao diferiram significativamente entre si pelo teste de Duncan a
5% de probabilidade; depois o obtido pela enzima de Papaya carica (71,37%), que nao
diferiu significativamente do obtido pela enzima de Bacillus subtillis (fornecida pela
AB Enzymes®), e por Ultimo, o obtido utilizando a protease proveniente de Bacillus
subtillis da Prozyn® (67,84%).

Nao foram encontrados na literatura estudos sobre a influéncia do emprego de
proteases na extragao das proteinas do feijao. CAPOBIANGO et al. (2007), utilizando a
mesma protease alcalina de Bacillus lichenformis que levou ao maior REP no presente
trabalho, obtiveram um REP de 83,8% para as proteinas do fuba de milho.
Ao comparar diferentes tipos de proteases, uma alcalina de Bacillus lichenformis e
outra neutra de Bacillus subtilis, VIEIRA (2007) obteve, respectivamente, 50,7 e 28,6%
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de extragao para as proteinas da farinha de arroz.
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Figura 8 - Efeito da utilizacdo de diferentes proteases sobre o rendimento de
extracdo das proteinas do feijdo. Médias indicadas por letras iguais nao diferem

entre si a 5% de probabilidade pelo teste de Duncan.

O melhor resultado encontrado, com a enzima proveniente de
Bacillus lichenformis, pode ser justificado por esta, dentre as utilizadas, ser a enzima
que possui, segundo o fornecedor, o valor de pH étimo (9,5), mais préximo ao pH inicial
utilizado (10,5) o que pode ter proporcionado uma maior atividade desta enzima
quando comparada as demais, que possuem os valores de pH 6timo mais distante do
utiizado (Aspergillus sojae - 9,0; B. subtiis (AB ENZIMES) - 7,0;
Papaya carica — 3,0 a 9,0; B. subtilis (PROZYN) - 7,0 a 7,5).

A diferenca verificada no REP, ao utilizar as duas enzimas provenientes de
Bacillus subtillis, pode ser devida ao fato destas enzimas, apesar de possuirem a
mesma origem microbiana, terem sido obtidas de diferentes fornecedores. Por serem
provenientes de empresas distintas, os graus de pureza e de atividade enzimatica
podem nao ser os mesmos, o que afeta diretamente a eficiéncia da reag¢ao de extragao.
Entretanto, a ndo determinagédo da atividade enzimatica inicial de ambas as enzimas

nao permite a confirmacgao desta hipdtese.
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5.3 EFICIENCIA DA REMOCAO DE FENILALANINA

Os resultados obtidos para a remogao de Phe dos diferentes hidrolisados
protéicos do feijdo estdo expostos na Tabela 8, onde os valores estdo apresentados
em termos de porcentagem de remocdo 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 protéicos destinados a
fenilcetonuricos, além de atender a regulamentagao técnica que normatiza a rotulagem
nutricional de alimentos (ANVISA, 2003). O teor de Phe no feijao foi de
1527,45 mg Phe/100 g de feijao (com 20,74% de proteina em base seca).

Tabela 8 - Percentual de remocéao e teor final de fenilalanina dos hidrolisados

protéicos de feijao

Hidrolisados Remocao de Phe Teor final de Phe
(%) (mg de Phe/100 g de HPF)
H1 77,87 795,3
H2 70,30° 1067,3
H3 69,59° 1092,8
H4 60,78' 1409,4
H5 73,51% 951,9
H6 81,48° 665,5
H7 60,23 1429,2
H8 25,439 2679,8
H9 69,41° 1099,3
H10 75,56 878,3
H11 80,06 716,6
H12 72,96% 971,7
H13 82,65° 623,5
H14 81,54° 649,0
H15 87,93° 433,7

HPF = Hidrolisado protéico de feijao. Phe = Fenilalanina. Médias indicadas por letras iguais nao
diferem entre si a 5% de probabilidade pelo teste de Duncan.
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Como pode ser observado, o uso do carvao ativado mostrou-se eficaz na
remocao de Phe dos hidrolisados protéicos de feijao obtidos pela agao de proteases de
diferentes origens, tendo o percentual de remogao variado de 25,4% a 87,9%, e o teor
final de Phe de 433,7 a 2679,8 mg Phe/100 g de hidrolisado. Estes seriam os teores de
Phe numa formulagéao dietética contendo apenas hidrolisados protéicos de feijao. Neste
caso, nenhum dos hidrolisados poderia ser utilizado, pois os seus teores de Phe
estariam acima do Ilimite permitido pela legislacdo brasileira, que é de
0,1 g de Phe por 100 g de produto (BRASIL, 2002).

Contudo, o hidrolisado obtido com menor teor de Phe pode ser utilizado
parcialmente no desenvolvimento de formulagdes dietéticas ou de um feijao modificado
com baixo teor de Phe, ou como fonte protéica de suplementos e desta forma ser
inserido na dietoterapia de fenilcetonuricos.

Segundo a Organizacdo Mundial da Saude uma dieta com distribuicdo normal
de calorias € composta por 55-75% de carboidratos, 15 -30% de lipideos e 10-15% de
proteina (WHO, 2003). Assim sendo, no desenvolvimento de formulagdes dietéticas
para fenilcetonuricos, pode-se utilizar até 22,5 g do hidrolisado protéico de feijao com
menor teor final de fenilalanina (H15), resultando em uma formulagdo com um teor
protéico final de 10% (normoprotéica), e 97,46 mg de Phe/100 g de produto, que esta
dentro do limite fixado pela legislacao brasileira.

CAPOBIANGO et al. (2007) e VIEIRA (2007), apds a extragcdo das proteinas e
remogao da fenilalanina, sugeriram a reconstituicdo do fuba de milho e da farinha de
arroz, respectivamente, através da reincorporagao do hidrolisado protéico com baixo
teor de fenilalanina ao residuo de extragao (fragao amidica).

Quando o interesse for o de reconstituir o feijdo, utilizando o hidrolisado protéico
com baixo teor de Phe, deve-se levar em consideracdo a composi¢cao quimica da
matéria-prima, a fim de reproduzir o mais proximo possivel suas caracteristicas
quimicas e nutricionais. Levando-se em conta o teor maximo de Phe permitido pela
legislacdo brasileira para pacientes fenilcetonuricos (0,1 g por 100 g de produto),
sugere-se para reconstituicdo de 100 g de feijdo, a utilizacdo de 71 g de amido
comercial isento de proteina que, desta forma, nao fornecera Phe, e a este, poderiam
ser incorporados 22,5 g do HPF (H15), contribuindo deste modo com um valor protéico
de 10 g/100 g e teor de Phe de 97,46 mg/100 g de produto. Visando aumentar o teor
protéico deste feijdo modificado ou, ainda, suprir a deficiéncia de alguns aminoacidos,
por exemplo, os sulfurados (metionina), propde-se a incorporagdo de aminoacidos

isolados ou na forma de di-tripeptideos isentos de Phe. Para complementar os outros
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constituintes do feijao, poderia, ainda, ser feita a adicao de lipideos e minerais em
quantidades proximas as reportadas por ANTUNNES et al. (1995), cujos valores séo
iguais a 1,51 e 4,18, respectivamente.

Deve-se ressaltar que, a fenilalanina, por ser um aminoacido essencial, precisa
ser obtida por meio da alimentacao, e por isso, determinada quantidade deve estar
presente no produto final para fenilcetonuricos, de forma a garantir a sintese protéica e
o crescimento normal. Além disso, as condigdes operacionais necessarias para atingir
cerca de 100% de remocdo de Phe aumentariam demasiadamente os custos do
processo (SOARES et al., 2006).

Nao foram encontrados na literatura trabalhos que relatassem a remocao de
fenilalanina de hidrolisados protéicos de feijdo. O CA foi utilizado com eficiéncia para a
remog¢ao de Phe de hidrolisados enzimaticos de leite em p6 desnatado (93,6 a 99%)
(LOPES et al., 2005b; SOARES et al., 2006), de soro de leite em p6 (75 a 99%)
(DE MARCO et al.,, 2005; DELVIVO et al., 2006; SILVA et al.,, 2007), de arroz
(85 a 100%) (BIZZOTTO et al.,, 2006a,b), de fuba de milho (68,63 a 97,55%)
(CAPOBIANGO et al., 2007) e de farinha de arroz (25,7 a 94,1%) (VIEIRA, 2007).
Nestes estudos, foram utilizadas diferentes enzimas e condicdes hidroliticas, além de
ter sido empregado apenas um tipo de CA de menor granulometria (20 x 60 mesh),
com excecao de CAPOBIANGO et al. (2007) e VIEIRA (2007), que utilizaram os
mesmos tipos de carvao ativado utilizados neste trabalho. Apesar das variagbes nas
condigdes utilizadas, os resultados aqui encontrados foram semelhantes aos citados
acima. LOPEZ-BAJONERO et al. (1991) também removeram 92% de Phe de
hidrolisados protéicos de leite em p6 desnatado e caseinato de sodio, ambos obtidos
pela acdo de uma protease do Aspergillus oryzae (Enzimas y Productos Quimicos
S.A.), seguida da papaina (Hervi S.A.), tratados com CA. Empregando um sistema de
trés enzimas (quimotripsina, carboxipeptidase A e leucina aminopeptidase, Sigma-
Aldrich), MOSZCZYNSKI & IDZIAK (1993) também removeram, através do CA, 89,5%

de Phe de hidrolisados de caseina.
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5.4 EFEITO DE ALGUNS PARAMETROS SOBRE A REMOCAO DE
FENILALANINA

5.4.1 Efeito do tipo de protease

Para avaliacdo do tipo de enzima, foram comparados os hidrolisados
H1, H2, H3, H4, H5 e H6. Na Figura 9 pode ser notado que o hidrolisado H6 obtido pela
acao da protease de Papaya carica apresentou o maior percentual de remogao de Phe
(81,48%) e, portanto, o menor teor de Phe final (665,5 mg Phe/100 g de HPF).
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Figura 9 - Efeito do tipo de protease sobre a remocdo de fenilalanina dos
hidrolisados protéicos de feijao. Médias indicadas por letras iguais nao 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 que as condigbes de pH e temperatura empregadas no preparo dos
hidrolisados protéicos (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 para as
demais enzimas para as quais o pH e a temperatura utilizados ndo correspondem aos
seus valores otimos, conforme a Tabela 9.

Apesar de no preparo dos hidrolisados H3 e H4 terem sido utilizadas enzimas de
mesma origem, ambas de B. subitilis, estes apresentaram diferenga significativa na

porcentagem de remocgao de Phe. Este fato pode ser justificado por se tratarem de
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enzimas fornecidas por diferentes fabricantes e, portanto, podem apresentar graus de

pureza distintos.

Tabela 9 - Comparacdo entre os valores de pH e temperatura 6timos e o0s

utilizados para as diferentes enzimas

pH Temperatura (°C)
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) 8,4 70a75 50 55
H4 B. subtilis (AB ENZIMES) 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

Fontes: PROZYN (2005); AB ENZYMES (2001, 2002, 2003).

VIERA (2007), ao avaliar o efeito de diferentes proteases (quatro proteases de
microorganismos, uma pancreatina e uma papaina) na remocdo de Phe em
hidrolisados protéicos de farinha de arroz pelo emprego de carvédo ativado, também
verificaram uma maior remogdo ao empregarem a mesma enzima de Papaya carica

utilizada neste trabalho.

5.4.2 Efeito darelag&o proteina:carvao ativado

A avaliacdo do efeito da relacdo proteina:.carvao ativado sobre a remocao de
Phe foi realizada comparando os hidrolisados H6 (relagao proteina:CA = 1:88),
H7 (relagédo proteina:CA = 1:44), e H8 (relagado proteina:CA = 1:16). Pode-se observar
na Figura 10 que, quanto menor a relagdo proteina:carvao ativado utilizada (maior
quantidade de carvao), maior foi o percentual de remogao de Phe, sendo o valor mais
elevado de remogao obtido com a relagao proteina:CA de 1:88 (81,48%), seguido por
1:44 (60,23%) e por ultimo com 1:16 (25,43%)
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Figura 10 - Efeito da relagdo proteina:carvdo ativado sobre a remocdo de
fenilalanina dos hidrolisados protéicos de feijdo. Ptna:CA = Proteina:Carvao
Ativado. Médias indicadas por letras iguais ndo diferem entre si a 5% de probabilidade

pelo teste de Duncan.

De todos os trabalhos encontrados na literatura, apenas trés avaliaram o efeito
da relagao proteina:CA sobre a remocao de Phe. Assim, resultados semelhantes ao do
presente trabalho foram relatados por CAPOBIANGO et al. (2007), que também
observaram que o aumento da relagao proteina:carvao ativado diminuiu a remogao da
Phe (1:88,5 — 84,0%, 1:16 — 62,4% e 1:8 — 54,1%) de hidrolisados protéicos a partir do
fuba de milho. VIEIRA (2007) também observou o mesmo efeito na remogao de Phe
em hidrolisados de farinha de arroz, ao aumentar a relacdo proteina:carvao de
1:88 para 1:44 e 1:22, alcangando, respectivamente, as porcentagens de remogéo de
94,1; 78,4 e 44,0%. No entanto, SOARES et al. (2006) observaram que, ao se utilizar
as relagdes de 1:118, 1:90 e 1:60 em hidrolisados de leite em pd, ndo houve diferenca
significativa nos seus resultados, tendo sido obtida uma média de 97% para a remocgao
de Phe.

O carvao ativado é o meio adsorvente responsavel pela remogao da fenilalanina.
Portanto, uma provavel explicagdo para a diminuicdo da porcentagem de remogao com
o aumento da relagéo proteina:CA ¢é o fato de que ao diminuir a quantidade de carvao
ativado na coluna, o hidrolisado tera uma menor superficie de contato com o carvao,
que ficara saturado mais rapidamente perdendo, portanto, sua capacidade adsortiva e,

consequentemente, gerando hidrolisados com maior teor final de fenilalanina.
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5.4.3 Efeito da temperatura de reacao

Definidos os parametros, enzima a ser utilizada e relagao proteina:CA, o efeito
da temperatura sobre a remocdo da fenilalanina foi avaliado comparando-se os
hidrolisados H6 (50 °C) e H9 (25 °C). Nota-se, na Figura 11, que a remogao de
fenilalanina no hidrolisado obtido a uma temperatura de reagao de 50 °C foi superior e

significativamente diferente aquela obtida a uma temperatura de 25 °C.
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Figura 11 - Efeito da temperatura de reacdo sobre a remocéao de fenilalanina dos
hidrolisados protéicos de feijdo. As médias diferem entre si a 5% de probabilidade
(ANOVA — fator unico).

A maior eficiéncia da remocao de fenilalanina apds a hidrolise a 50 °C pode
estar relacionada a uma maior atuacdo da enzima de Papaya carica a esta
temperatura. Este resultado poderia ser explicado, provavelmente, pela influéncia de
dois fatores. Primeiro pelo fato da temperatura de 50 °C estar na faixa 6tima de
atuagcao da enzima utilizada que, segundo o fornecedor esta entre 50 e 70 °C. Assim
sendo, na obtencado do H9, a temperatura utilizada (25 °C), esta muito abaixo da faixa
ideal de atuacédo da enzima, enquanto no H6, a temperatura encontra-se na faixa 6tima
de atuacdo indicada pelo fornecedor. A utilizacdo de uma temperatura fora da faixa
ideal influenciou, provavelmente, na interacdo da enzima com seu substrato diminuindo

sua atividade, o que levou, provavelmente, a uma menor exposicao da Phe e,
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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 conformacado. Consequentemente, a temperatura tera efeito sobre a
atividade enzimatica (LEHNINGER, 2006). Portanto, a utilizagcdo de uma temperatura
mais elevada (50 °C), pode ter provocado uma alteracdo da conformagao da estrutura
protéica favorecendo uma maior interacdo das proteinas com a enzima, o que
favoreceria a exposicdo da Phe e, consequentemente, sua maior remocao pelo carvao

ativado.

5.4.4 Efeito do pH inicial

Para a avaliagao do efeito do pH inicial da reacdo de hidrélise na remocao de
Phe dos  hidrolisados protéicos de feijado, foram comparados os
hidrolisados: H6 (pH 8,4), H10 (pH 8,0), H11 (pH 9,0) e H12 (pH 11,0).
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Figura 12 - Efeito do pH inicial da reacdo de hidrolise sobre a remocdo de
fenilalanina dos hidrolisados protéicos de feijdo. Médias indicadas por letras iguais

nao diferem entre si a 5% de probabilidade pelo teste de Duncan.
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Na Figura 12 nota-se que a variagcdo do pH inicial no preparo dos hidrolisados,
de pH 8,4 (sem ajuste), para pH 8,0 e pH 9,0 (81,4, 75,6 e 80,06%, respectivamente),
nao levou a uma diferenga significativa na remogao de Phe. Isso pode ser explicado
pelo fato de os trés valores de pH utilizados, 8,4, 8,0 e 9,0, estarem dentro da faixa de
pH 6timo de atuagédo da enzima (pH 3,0 a 9,0). Este mesmo fato justifica a menor
remocao obtida no hidrolisado preparado com pH inicial 11,0 (72,96%), pois este valor
de pH encontra-se fora da faixa 6tima de atuagdo da enzima. Considerando que nao
houve diferenca significativa entre os hidrolisados H6, H10 e H11, definiu-se o
pH 8,4 (H6), como melhor valor pois necessita da etapa de ajuste de pH, o que

simplifica o processo de hidrolise.

5.4.5 Efeito da relagédo enzima:substrato

Com objetivo de avaliar o efeito da relagdo enzima:substrato sobre a remogao
de fenilalanina, foram comparados entre si os hidrolisado: H6 (E:S = 4:100),
H13 (E:S = 5:100), H14 (E:S = 7:100) e H15 (E:S = 10:100). Pode-se observar na
Figura 13 que ndo houve diferenca significativa na remocdo de fenilalanina ao
aumentar a relacdo E:S de 4:100 (81,48%), para 5:100 (82,65%) e para 7:100
(81,54%). Entretanto, ao utilizar a relagdo E:S de 10:100 observou-se uma maior
remocéo de fenilalanina (87,93%).

Resultados semelhantes aos citados acima foram obtidos em outros estudos.
BIZZOTTO et al. (2006a), utilizando graos de arroz, mostraram que aumentando a
relacao E:S de 1:100 para 2:100 a remogao de Phe passou de 90 para 99% utilizando
uma pancreatina (Corolase® PP, AB Enzymes). O mesmo efeito foi observado por
CAPOBIANGO et al. (2007), que estudaram esse parametro em hidrolisados protéicos
obtidos a partir do fuba de milho. Esses autores relataram que o percentual de remogao
foi de 68,72% e de 82,52% quando se utilizou uma relagdo E:S de 1:100 e de 2:100,
respectivamente, utilizando também uma pancreatina (Corolase® PP, AB Enzymes).
VIEIRA (2007), também observaram que quanto maior a relagcéo E:S utilizada maior foi
a remocao de fenilalanina de hidrolisados protéico de farinha de arroz, obtidos pela
acdo da papaina (Corolase® L10, AB Enzymes), que variou de 62,7

(relacdo E:S de 1:100), para 94,1% com uma relagéo E:S igual a 4:100.
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Figura 13 - Efeito da relacdo enzima:substrato sobre a remocéao de fenilalanina
dos hidrolisados protéicos de feijao. E:S = Enzima:Substrato. Médias indicadas por

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

Em outros trabalhos realizados utilizando-se diferentes matérias-primas,
diversas enzimas e condi¢gdes hidroliticas, os resultados obtidos foram bastante
variados, sendo que, em alguns casos, o emprego de maior relagdo E:S levou a uma
maior remog¢ao de Phe como aconteceu no presente trabalho. Entretanto, em outros
casos, este aumento da relagdo E:S foi prejudicial ou ndo afetou a remogéao de Phe
(DE MARCO et al, 2005; LOPES et al., 2005b; SOARES et al., 2006;
DELVIVO et al., 2006; SILVA et al., 2007).

Estes resultados demonstram que, apesar de se esperar, teoricamente, que uma
maior relagdo E:S leve a um maior grau de hidrélise, uma maior exposi¢cao de Phe, e
consequentemente, uma maior remocado deste aminoacido, na pratica, esse
procedimento € bem mais complexo do que o esperado e depende de outros fatores,
tais como tipo e concentracdo de enzima e substrato, pH, tempo e temperatura da
reacao hidrolitica.
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6 CONCLUSAO

O método enzimatico foi eficiente na extracdo das proteinas do feijdao, tendo
atingido o maior rendimento (93,14%), ao se empregar a protease de
Bacillus lichenformis com tempo de reagdo de 3 h, pH inicial igual a 10,5, relagédo
enzima:substrato 10:100, sem tratamento fisico, com temperatura de 50 °C e
velocidade de centrifugacao de 10.640 g.

O carvao ativado (CA) mostrou-se eficaz na remocao de Phe de hidrolisados
protéicos de feijao, obtidos sob diversas condi¢des hidroliticas, com porcentagens de
remogao que variaram de 25,43 a 87,93%. O melhor resultado obtido foi aquele em que
se utilizou a protease de Papaya carica na relagao E:S de 10:100; relagdo proteina:CA
de 1:88, pH inicial igual a 8,4 e temperatura de 50 °C; originando um hidrolisado
protéico de feijao com teor final de 433,7 mg de Phe/100 g, que pode ser utilizado
parcialmente na reconstituicdo do feijdo, permitindo sua insergdo na dieta de

fenilcetonuricos.
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