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RESUMO

Levando-se em conta a posi¢ao que ocupa o milho na dieta do brasileiro, este cereal foi
utilizado neste trabalho como matéria-prima para o desenvolvimento de formulacdes
dietéticas a base de hidrolisados protéicos, visando sua incorporacdo na dieta de
fenilcetonuricos. Diferentes métodos quimicos e um enzimatico foram testados para a
extracdo das proteinas do fubad de milho. Dentre os métodos quimicos testados, o
alcalino-alcodlico sequencial foi 0 mais eficiente, tendo alcancado 88 % de rendimento.
No método enzimatico, empregando uma protease de Bacillus liccheniformis, as variaveis,
tempo e temperatura influenciaram a extracdo protéica, sendo os melhores resultados
obtidos a 5, 15 e 24 h a 55 °C, atingido-se uma média de 84 % de rendimento. Em
seguida, foram preparados dez hidrolisados enzimaticos a partir do extrato protéico
obtido, utilizando-se a corolase PP. Diversas condi¢des, tais como, concentracao proteica
inicial, relacdo enzima:substrato, emprego da liofilizacdo, relacdo proteina: carvdo e o
modo de emprego do carvéo ativado foram testadas, com o intuito de se obter um baixo
teor final de fenilalanina. Apds passagem dos hidrolisados por coluna de carvao ativado
para remover a Phe, este aminoacido foi dosado por espectrofotometria derivada
segunda. O emprego da enzima corolase PP e o uso do carvdo ativado mostraram ser
eficientes, obtendo-se hidrolisados com teor final de Phe dentro do limite méximo
permitido pela legislagcao brasileira.

Palavras-chaves: fuba de milho, extracdo protéica, enzimas, hidrolisados protéicos,

carvao ativado, remocéo de fenilalanina.



ABSTRACT

Extraction of proteins from Brazilian corn flour and obtention of protein
hydrolysates with low phenylalanine content. Considering the important position of
corn in the diet of the Brazilian people, this cereal was used as raw matter to prepare
dietary supplements for phenylketonuria based on protein hydrolysates. Initially, different
chemical methods and an enzymatic one were tested for protein extraction from Brazilian
corn flour. For the chemical extraction, the sequential alkaline-alcoholic method was the
most efficient, reaching a yield of 88 %. For the enzymatic extraction, a protease of
Bacillus liccheniformis was used. The time and the temperature employed in this method
influenced the extraction yield. The best results were obtained for 5, 15 and 24 h at 55 °C,
reaching a yield of 84 %. Then, ten enzymatic hydrolysates were prepared by the action of
corolase PP. Aiming the reduction of phenylalanine content, different conditions were
tested, such as protein extract concentration; enzyme:substrate ratio; protein:activated
carbon ratio; mode of use of activated carbon and the use of lyophilization. After passing
the hydrolysates through a column containing activated carbon for removing
phenylalanine, second derivative spectrophotometry was used to determine the amount of
this amino acid. The corolase PP and the activated carbon showed to be efficient to obtain

protein hydrolysates with Phe content within the limit established Brazilian legislation.

Key-words: Corn flour, protein extraction, enzymes, protein hydrolysates, activated carbon,

phenylalanine removal.
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INTRODUCAO

Os graos de cereais constituem a principal fonte alimentar da maioria das pessoas
nos paises em desenvolvimento, e esforcos tém sido feitos no sentido de aumentar sua
producdo. No caso do milho, o melhoramento genético e o aumento da eficiéncia
tecnoldgica tém contribuido para isto. Nos paises em desenvolvimento, a maior parte da
producdo de milho é destinada ao consumo humano, enquanto que nos paises
desenvolvidos a producdo € destinada a industria e racdo animal. Por causa desta
importancia na alimentacdo, o melhoramento genético tem tido um importante papel no
desenvolvimento de gendtipos com alta qualidade e conteudo protéico (FAGEER &
TINAY, 2004).

Levando-se em conta a posi¢cao que ocupa o milho na dieta do brasileiro, seria de
grande interesse utiliza-lo como matéria-prima para o desenvolvimento de suplementos
dietéticos, a base de proteinas. Estes produtos possuem diversas aplicacdes relevantes
para as areas de nutricdo e saude (alimentacdo de idosos e criangas, prevengdo e/ou
tratamento de doencas, etc.), como também, a obtencdo de ingredientes ou agentes
funcionais para alimentos e medicamentos. Dado o grave problema econdémico e social do
tratamento de pacientes com fenilcetondria (MIRA & MARQUEZ, 2000; SANTOS et al.,
2003), a presente pesquisa foi direcionada para o desenvolvimento de formulacdes
dietéticas a base de hidrolisados protéicos para estes pacientes.

Segundo KAMPEN (1995), 85 a 90 % das proteinas do milho compdem a fracéao
glutelina e prolamina, solaveis em solucdes alcalina e alcodlica, respectivamente. Na
maioria dos trabalhos encontrados sobre a extracdo quimica das proteinas de cereais, 0
etanol e uma solucdo de hidréxido de sodio sdo empregados como solventes em
concentracfes variadas (LANDRY & MOUREAUX, 1970; PAULIS & WALL, 1977,
NEWMANN & WALL, 1984;LANDRY, 1997; YOUSIF & TINAY, 2000; FAGEER & TINAY,
2004).

Os trabalhos encontrados na literatura, abordando a extracdo enzimatica de
proteinas, foram realizados com outros alimentos, tais como arroz e soja, na obtencédo de
um isolado protéico (EUBER et al., 1991; FISCHER et al.,, 2001; TANG et al., 2002;
WANG & WANG, 2004; AGBOOLA et al., 2005), ndo sendo encontrados relatos que
utilizassem o milho e derivados. Em alguns trabalhos, o interesse dos autores estava
voltado para a separacdo das proteinas (EUBER et al., 1991; FISCHER et al., 2001,
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TANG et al., 2002). Em outros casos, a utilizacdo deste método estava associada a
separacao do amido (WANG & WANG, 2004, AGBOOLA et al., 2005).

A fenilcetonuria (PKU) € o resultado de um erro inato do metabolismo, de heranca
autossbmica recessiva. Caracteriza-se por um defeito ou deficiéncia da enzima
fenilalanina hidroxilase, que €& responsavel pela conversdo da fenilalanina (Phe) em
tirosina (Tyr). Sem a restricdo da ingestdo de fenilalanina da dieta, este aminoacido e
seus metabdlitos se acumulam no sangue e em outros tecidos, e a Tyr se torna ausente,
afetando o sistema nervoso (LOPEZ-BAJONERO et al.,, 1991; MARTINS et al., 1996;
OUTINEN et al., 1996; TRAHMS, 1998; PIETZ et al., 1999; SHIMAMURA et al., 1999).

O tratamento da fenilcetonlria consiste em dieta alimentar especifica e
individualizada, com controle da ingestdo diaria de fenilalanina, complementada por
férmula de aminoacidos, especialmente elaborada para essa doenca. Desta forma, o uso
de substitutos protéicos, constituidos de misturas de L-aminoacidos ou de hidrolisados
protéicos, torna-se indispensavel (MILUPA, 1995). No Brasil, os produtos disponiveis sao
importados, de alto custo e constituidos apenas de aminoacidos livres (ACOSTA &
YANNICELLI, 1997). Além disso, a dieta é composta de verduras, legumes e frutas.

Hidrolisados protéicos sdo produtos destinados, primeiramente, para uso
nutricional de individuos que apresentam necessidades nutricionais e/ou fisiol6gicas nao
cobertas pela alimentagéo convencional. Nos anos 70 iniciou-se no Japao a investigacao
sobre a possibilidade de producéo de hidrolisados protéicos com baixo teor de fenilalanina
(MIRA & MARQUEZ, 2000). O processo enzimatico € o mais indicado para a producéo de
tais hidrolisados, pois preserva as propriedades sensoriais € ndo promove aumento na
osmolaridade do meio (MIRA & MARQUEZ, 2000; SANTOS et al., 2003).

Diversos autores estudaram a producéo desses hidrolisados em escala laboratorial,
alguns em escala piloto, que consistem de duas etapas: 1) liberacdo da fenilalanina pela
hidrolise enzimética e 2) remocao da fenilalanina liberada por técnicas e procedimentos
diferenciados (ARAI et al., 1986; ADACHI et al., 1991; LOPEZ-BAJONERO et al., 1991,
MOSZCZYNSKI & IDIZIAK, 1993).

Considerando que em nosso pais as formulacbes usadas em suplementos
nutricionais sdo, normalmente, importadas e de elevado custo, o interesse do laboratério
onde foi realizado o presente estudo voltou-se para a preparagao destas formulagdes,
contendo os hidrolisados protéicos como a principal fonte de aminoacidos na forma mais
disponivel, isto é, de oligopeptideos, especialmente di e tri-peptideos. Por esta razéo,

diversos hidrolisados protéicos tém sido preparados e diferentes condi¢cées hidroliticas
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testadas neste laboratério, para obter perfis peptidicos adequados nutricionalmente
(SILVESTRE et al., 1994a,b; MORATO et al., 2000; BARBOSA et al., 2004; CARREIRA et
al., 2004; MORAIS et al., 2005; LOPES et al., 2005a,b).

Este trabalho teve como objetivos otimizar a extracdo da proteina do fuba de milho,
por alguns métodos quimicos e um enzimatico, e avaliar a remocdo de Phe dos
hidrolisados protéicos de fuba de milho, obtidos pela acdo da corolase PP e do uso do
carvdo ativado (CA), empregando diferentes condi¢cdes de hidrélise, relacdo proteina:

carvao e o modo de emprego do carvéao ativado.

REVISAO DE LITERATURA

1 DADOS RELEVANTES DO MILHO

1.1 Caracteristicas agronémicas e sdcio-econdmicas do milho

O milho, juntamente com o arroz e o trigo, constituem um dos mais importantes
grédos de cereais no mundo, fornecendo nutrientes para seres humanos e animais e
servindo como material basico para a producdo de amido, 6leo e proteina, bebidas
alcodlicas, adocantes e, mais recentemente, como combustivel.

Botanicamente, o milho ou Zea mays pertence a familia das gramineas
(Gramineae). O seu plantio originou-se mais provavelmente na América Central,
particularmente no México, de onde se estendeu ao norte do Canada e Sul da Argentina,
alcancando posteriormente a Europa ( FAO, 1992).

MANGELSDORF & REVES (1939) demonstraram que o milho cresce em diversas
regides agricolas do mundo (FAO, 1992), podendo crescer em altas e baixas altitudes nos
tropicos e acima de 50° de latitude nas regides temperadas (EVERES [ s.d.]).

O potencial de crescimento geografico para o milho é maior que muitos outros

graos de cereais e sua distribuicdo mundial por regido € demonstrada na Figura 1.
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Asia; 27%
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Figura 1 - Distribuicdo percentual de milho no mundo.
Fonte: EVERES [s.d.].

O milho é o cereal que apresenta maior produtividade, comparado com 0s outros
gréos, com uma media mundial de 4,3 toneladas por hectare durante os ultimos trés anos,
superior as 3,8 e 2,7 toneladas por hectare para o0 arroz e o trigo, respectivamente
(EVERES [ s.d.]). A importancia econémica da producdo de milho no Brasil e no mundo

esta demonstrada na Tabela 1.

Tabela 1 - Producgéo, importacdo e exportacdo de milho

Produc&o® Importac&o® Exportacao®
Regié&o ou o —— —— —— ——
(milhdes de (milhdes de  (milhbes de  (milhdes de (milhdes de
Paj
als toneladas) toneladas) délares) toneladas) délares)
Mundo 692.034 83.273 14.593 83.266 11.775
Brasil 34.859 330 36 5.031 597.336

% referente ao ano de 2005. Fonte: FAO (2006).
® referente ao ano de 2004. Fonte: FAO (2006).

No ano de 2005, o Brasil alcangcou uma superficie cultivada de 12.960
milhdes de hectares, com um rendimento de 30.396 hectograma/hectare. O consumo per
capita de milho no Brasil foi de 21,0 kg/habitante no ano de 2002, fornecendo cerca de
180 calorias/dia e 4,0 g proteina/dia por habitante (FAO, 2006).

Os principais cultivares de milhos destinados a producédo de alimentos incluem o
verde (doce), o de pipoca e o ceroso ou farinaceo. O milho farindceo é um grdo com o

endosperma macio, muito usado na obtencdo de amido e como alimento no México,
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Guatemala e Paises Andinos. O milho duro € muito utilizado na industria de racdo para
animais e para producao de silagem (FAO, 1992; EMBRAPA, 2006). Nao foi encontrado
na literatura o tipo de milho mais consumido no Brasil.

O milho possui varias finalidades, podendo ser destinado ao consumo humano,
como racao para criagcdes de animais, sendo esta a sua principal utilizacédo, e € uma das
principais matérias primas para a industria de alimentos. Desse cereal, é possivel obter
oleo, fuba, canjica, grifts, farelo, amido, amilose, amilopectina, zeina e fibras. Umas das
principais aplicagdes do milho na industria de alimentos € o uso do grao desgerminado e
moido para a producao de fast food em forma de alimentos extrusados conhecidos como
snhacks. O uso depende da regido e das influéncias da populacdo onde € consumido
(EVERES [ s.d.]; GONCALVES et al., 2003). A Figura 2 a seguir demonstra as principais

distribuicées do consumo do milho no Brasil.

Avicultura; 25%
Qutros; 9%
R Ry~
A S
"l _ = Consumo Humano; 3%

Autoconsumo; 25%

Suinocultura; 16%

Pecuéria; 13%

Moagem; 8% Sementes; 1%

Figura 2 - Distribuicdo do consumo de milho no Brasil.
Fonte: Pessoa, 2004.

1.2 Estrutura do gréo

O grao de milho bruto contém uma camada externa e a semente propriamente dita
(Figura 3), sendo formado pelo pericarpo, gérmen ou embrido e o endosperma (FAO,
1992). O endosperma corresponde a maior parte do grdo de milho e € composto
basicamente de amido (aproximadamente 80 %), além de outros 7 % de glaten que
envolvem os granulos de amido e de pequena porcentagem de gordura e demais
componentes. A pelicula é a parte que recobre o gréo. Devidamente processada, ela

empregada como ingrediente em racdes animais. A agua corresponde a
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aproximadamente 16 % do grdo de milho. O gérmen € a parte vegetativa do gréao e fonte
de 6leo do milho, é um componente importante para alimentos, produtos farmacéuticos e
aplicacbes industriais. As fracdes remanescentes do gérmen sdo processadas e podem
ser utilizadas como ingredientes em racdes animais (Associacao Brasileira das Industrias
Moageiras de Milho - Abimilho, 2004).

Pericarpo

Endosperma

-

Gérmen

Figura 3 — Estrutura do grao de milho
Fonte: FAO, 1992

1.3 Classificacao

Segundo a Portaria n°® 11, de 12 de abril de 1996, do Ministério da Agricultura e do
Abastecimento e da Secretaria de Desenvolvimento Rural (BRASIL, 2004), o milho sob a
forma de graos, destinado a comercializagéo interna, € classificado em grupos, classes e
tipos, segundo sua consisténcia, coloracdo e qualidade.

Assim sendo, o milho, segundo a sua consisténcia € classificado em 4 (quatro)
grupos, duro, mole, semiduro e misturado. O duro apresenta o minimo de 95 %, em peso,
com as caracteristicas de duro, e uma quantidade de endosperma corneo maior que a
amilaceo (farinaceo), apresenta a forma predominantemente ovalada e com a coroa
convexa e lisa, caracteristica do_Zea mays indurata. O mole apresenta o minimo de 90 %,
em peso, com as caracteristicas de mole, uma quantidade de endosperma amilaceo ou
farinhceo maior que a do corneo, é predominantemente dentado e com a coroa
apresentando uma contracdo ou depressao/ caracteristica de Zea mays indentada. O
semiduro apresenta o minimo de 75%, em peso, de consisténcia semi-dura, intermediaria

entre duro e mole. O misturado ndo esta compreendido nos grupos anteriores,
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especificando-se no "certificado de classificacdo” as percentagens da mistura de outros
grupos.

O milho, segundo a sua coloracéo, é ordenado em 3 (trés) classes amarelo, branco
e mesclado. O amarelo é constituido de milho que contenha no minimo 95 %, em peso,
de grdos amarelos, amarelo palido e/ou amarelo alaranjado. O branco € constituido de
milho que contenha no minimo 95 %, em peso, de graos brancos. O mesclado é
constituido de milho que ndo se enquadre nas exigéncias das classes de milho branco e
do amarelo, mencionando-se no "certificado de classificacdo" a percentagem das classes
que o compoe.

E segundo a sua qualidade, é classificado em 3 (trés) tipos, tipo 1, tipo 2 e tipo 3,
sendo todos constituidos de milho seco, graos regulares e com umidade de 14,5 %,
variando a tolerancia de matérias estranhas. O tipo 1 tem tolerancia méaxima de 1,5 % de
matérias estranhas, impurezas e fragmentos; 11 % de grdos avariados, com maximo de
3 % de graos ardidos e brotados (percentagem em peso). O tipo 2 tem tolerancia maxima
de 2 % de matérias estranhas, impurezas e fragmentos; 18 % de grdos avariados, com
méaximo de 6 % de grdos ardidos e brotados (percentagem em peso). O tipo 3 tem
tolerancia maxima de 3 % de matérias estranhas, impurezas e fragmentos; 27 % de graos

avariados, com maximo de 10 % de gréos ardidos e brotados (percentagem em peso).

1.4 Composicéao centesimal

Ha diferencas importantes na composi¢cdo quimica do milho entre as suas
principais partes, que pode variar de acordo com o tipo de semente, tipo de solo,
gualidade do fertilizante e condi¢des climaticas. O pericarpo € caracterizado pelo elevado
conteddo de fibra (87 %), dos quais 67 % correspondem a hemicelulose,
23 % a celulose e 0,1 % a lignina (FAO, 1992). O endosperma possui 0S maiores
conteudos de amido, por volta de 9 % de proteina e baixo conteudo lipidico. Finalmente, o
gérmen € caracterizado pela alta fracao lipidica (35 %) e também contém uma quantidade
relativamente elevada de proteina e minerais, como pode ser observado na Tabela 2.
(TOSELLO, 1987)
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Tabela 2 - Composicéo centesimal aproximada das principais partes do milho

Fracao Grao(%) Amido (%) Proteina (%) Lipidios(%) Acucares(%) Cinza (%)
Grao inteiro 71,5 10,3 4,8 2,0 1.4
Endosperma 82,3 86,4 9,4 0,8 0,6 0,3
Embrido 11,5 8,2 18,8 34,5 10,8 10,1
Pericarpo 5,3 7,3 3,7 1,0 0,3 0,8
Ponta 0,8 53 9,1 3,8 1,6 1,6

Fonte: TOSELLO (1987).

1.5 As proteinas do milho

O milho é umas das principais fontes de alimentos para milhdes de pessoas,
principalmente na América Latina e Africa, sendo uma fonte de carboidratos e proteinas.
O conteudo de proteinas em diferentes tipos de milho varia entre 6 a 12% na base seca,
sendo que aproximadamente 75% das proteinas estdo contidas no endosperma.

As proteinas do grdo de milho podem ser classificadas em seis fracdes de acordo
com LANDRY & MOUREAUX (1970), como albumina, globulina, zeina, glutelina 1,
glutelina 2 e glutelina 3. A zeina é caracterizada pela classe de prolaminas, que ocorre
especificamente em cereais, e € a maior classe das proteinas constituintes do milho,
aproximadamente 45 — 50 %. A tabela a seguir demonstra a distribuicdo das fracbes de

proteinas e sua solubilidade.

Tabela 3 - Distribuicdo das frac6es de proteinas no milho (% base seca)

Proteina Solubilidade Grdo inteiro Endosperma Gérmen
Albumina agua 8 4 30
Globulina sal 9 4 30
Glutelinas alcali 40 39 25
Zeina alcool 39 47 5

Fonte: SHUKLA et al., 2000.

O conteudo de aminoacido da proteina do gérmen é bastante diferente das do

endosperma. Os aminoacidos essenciais estdo expressados na Tabela 4 como
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porcentagem de miligrama do peso (mg %) e como miligrama por grama de Nitrogénio

(mg/g N).

Tabela 4 - Conteddo de aminoacidos essenciais da proteina do gérmen e do
endosperma do milho

Aminocido Endosperma? Gérmen ° FAO/WHO
mg % mg /g N mg % mg /g N
Triptofano 48 38 144 62 60
Treonina 315 249 622 268 250
Isoleucina 365 289 578 249 250
Leucina 1024 810 1030 444 440
Lisina 228 180 791 341 340
Total amino&cidos sulfurados 249 197 362 156 220
Fenilalanina 359 284 483 208 380
Tirosina 483 382 343 148 380
Valina 403 319 789 340 310

41,16 % Nitrogénio.
®2,32 % Nitrogénio
Fonte: FAO, 1992.

A proteina do gérmen contribui com uma quantidade relativamente alta de certos
aminoacidos, embora ndo forneca o bastante de proteina de alta qualidade. O gérmen
fornece lisina e triptofano, dois aminoacidos essenciais limitantes na proteina do milho. A

proteina do endosperma é pobre em lisina e triptofano, como a proteina do grdo inteiro.

1.6 Valor nutricional do milho

A importancia dos cereais, incluindo o milho, na nutricdo de milhdes de pessoas de
todo o mundo é altamente reconhecida. Podendo ser considerados como fonte de energia
e de proteinas, nas dietas da populacdo dos paises em desenvolvimento, entretanto, as
suas proteinas apresentam uma qualidade limitada devido a deficiéncia de alguns
aminoécidos esséncias, principalmente lisina (FAO, 1992).

Uma comparacdo da qualidade da proteina do milho e de outros cereais é

demonstrada na Tabela 5, expressa como % de caseina, usada como proteina de
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referéncia. A qualidade protéica do milho comum é similar a de outros cereais exceto a do
arroz. Ambos, milho Opaco-2 e QPM (Quality Protein Maize) tém uma qualidade protéica
ndo s6 mais alta do que a do milho comum, mas também significativamente mais elevada

gue de outros graos de cereais (FAO, 1992).

Tabela 5- A qualidade de proteina do milho e de outros gréos de cereais

Cereal Qualidade protéica (%) *
Milho comum 32,1
Milho Opaco-2 96,8
Milho QPM (Quality Protein Maize) 82,1
Arroz 79,3
Trigo 38,7
Aveia 59,0
Sorgo 32,5
Cevada 58,0
Centeio 64,8

* em relagdo a caseina (proteina de referéncia).
Fonte: FAO (1992).

2 METODOS DE EXTRACAO QUIMICA DAS PROTEINAS

Diferentes procedimentos para a extracdo quimica das proteinas do milho séo
relatados na literatura, nos quais fatores como concentracdo e tipo de solvente,
temperatura e tempo da extracdo podem variar no intuito de aumentar o rendimento do
processo.

Na maioria dos trabalhos, o etanol e uma solu¢do de hidroxido de soédio séo
empregados como solventes em concentragdes variadas. Geralmente no milho, a fragédo
protéica soluvel em etanol € maior do que a fracdo solavel em alcali, e ambas constituem
80-90 % da proteina do milho (KAMPEN, 1995).

Em alguns casos o etanol foi empregado isoladamente com o objetivo de extrair as
zeinas do milho (DICKEY et al.,, 1998, 1999; SHUKLA et al.,, 2000). As melhores
condi¢cBes de extracdo da zeina do grdo de milho foram determinadas por SHUKLA et al.

(2000), que extrairam as zeinas com etanol a 70 % na proporcao 8:1 liquido/sélido por
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30-40 min a uma temperatura de 50 °C. A recuperacdo média das zeinas foi 50,6 % do
total das proteinas do milho.

Em outros estudos, além do etanol empregou-se também uma solucéo de hidréxido
de sodio (KAMPEN, 1995; HOJILLA-EVANGELISTA et al., 1992). Assim HOJILLA-
EVANGELISTA et al. (1992) recuperaram 57 % das proteinas do milho floculado extraidas
com etanol a 45 % e NaOH a 55 % a 0,1M.

KAMPEN (1995) patenteou um processo de recuperacdo de proteinas do gréo de
milho envolvendo a solubilizagdo das proteinas em pH alcalino. Uma quantidade
suficiente de hidréxido de sodio ou hidroxido de potéassio foi adicionada para ajustar o pH
de 9 a 12. Em seguida a solucéo de etanol a 60 % foi adicionada e agitada continuamente
por 45 min. O residuo foi separado do sobrenadante por centrifugacdo. O pH do
sobrenadante foi ajustado a 8, pela adicdo de &cido sulfarico ou cloridrico. Um
concentrado protéico com 85 % do total de nitrogénio foi obtido por um processo de
microfiltracdo em membrana.

Alguns autores utilizaram o cloreto de sddio com o hidroxido de sodio e/ou etanol
(LANDRY & MOUREAUX, 1970; PAULIS & WALL, 1977; NEWMANN & WALL, 1984;
LANDRY, 1997; YOUSIF & TINAY, 2000; FAGEER & TINAY, 2004). Assim PAULIS &
WALL (1977) utilizaram NaCl a 0,5 M e, posteriormente, etanol a 70 % para extrairem as
proteinas do endosperma do milho sollveis em sal e a zeina, respectivamente, e em
seguida etanol a 70 %, acetato de sddio a 0,5 % e mercaptoetanol a 0,1 M para obterem
as glutelinas. A extracdo com NaCl e etanol removeu 4 % e 41 % do total de nitrogénio,
respectivamente, e a glutelina continha 20 % do total de nitrogénio.

Procedimentos mais complexos de extracdo das proteinas do milho, envolvendo a
utilizacdo de solventes diversos, foram, igualmente, relatados na literatura. Assim
LANDRY e MOUREAUX (1970) descreveram um procedimento de extracdo de proteinas
do grdo de milho por fracionamento, no qual foram utilizados como meio extratores agua
destilada a 4 °C e solu¢do de NaCl a 0,5 M, obtendo as fragbes 1 e 2, que continham
albumina e globulina, aminoé&cidos livres e pequenos fragmentos de peptideos,
respectivamente. Em seguida, a terceira fracéo foi extraida com etanol a 60 % a 20 °C e
60 °C, e isopropanol a 55 % a 20 °C, isolando as prolaminas ou zeinas. A quarta fracéo,
contendo glutelina tipo 1, foi separada com o uso de uma mistura de etanol a 60 %,
2-mercaptoetanol a 0,6 %, isopropanol a 55 % e 2-mercaptoetanol a 20 °C. Para se obter
a quinta fracéo, glutelina tipo 2, empregou-se tampao borato pH 10 (Na;B;07.12H,0 a
0,0125 M e NaOH a 0,02 M), com 2-mercaptoetanol a 0,6 % e NaCl a 0,5 M. E por ultimo,
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a sexta fracdo contendo glutelina tipo 3, foi obtida pela utilizacdo de tampao borato pH 10
(NazB407.12H,0 a 0,0125 M e NaOH a 0,02 M), com 2-mercaptoetanol a 0,6 % e sulfato
dodecil de sodio a 0,5 %. Este procedimento foi também utilizado por YOUSIF & TINAY
(2000) que reportaram uma recuperacao de aproximadamente 99 % do total de proteinas,
gue foi confirmada por FAGEER & TINAY (2004). LANDRY (1997) empregando a mesma
metodologia recuperou 63,4 % do total de proteinas, retendo apenas as fracdes 2, 3 e 4.
NEWMANN & WALL (1984) obtiveram um concentrado protéico a partir do milho
em grao por duas sequéncias diferentes de extracédo, recuperando mais de 96 % do total
das proteinas para todas as amostras. As proteinas foram extraidas inicialmente com
NaCl a 0,5 M durante 1 h a 4 °C e o residuo lavado com agua e novamente extraido com
etanol a 70 % por 3 h a temperatura ambiente (25 °C). A partir de entdo, o residuo foi
submetido as duas sequéncias de extracdo. Na primeira, foi utilizado como meio extrator
o etanol a 70 % contendo 2-mercaptoetanol a 0,6 % por 1 h a temperatura ambiente
(25 °C). Na segunda, o residuo foi extraido com dodecil sulfato de sédio a 0,5 % em
tampdao borato a 0,025 M pH 10, por 3 h a temperatura ambiente (25 °C). Os respectivos
residuos das duas sequéncias foram, posteriormente, extraidos com dodecil sulfato de
sédio a 0,5 %, em tampéo borato a 0,025 M pH 10, contendo 2-mercaptoetanol a 0,6 %

por 1 h a temperatura ambiente.

3 METODOS DE EXTRACAO ENZIMATICA DAS PROTEINAS

Recentes trabalhos tém demonstrado que a extracdo enzimatica do amido da
farinha de cereais pode ser usada para produzir isolados ricos em proteinas, recuperando
mais de 76 % destes compostos (AGBOOLA et al., 2005). Muitos autores tém utilizado
diversas preparagfes enzimaticas na obtencao 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).

Para o preparo de um concentrado protéico de arroz, EUBER et al. (1991)
utilizaram um sistema de amilase e proteases. O arroz foi primeiramente tratado com a
a-amilase, em seguida, a fracdo protéica insoluvel foi separada da fracdo liquida rica em
carboidrato por um método fisico como centrifugacéo, filtracdo ou decantacdo. Adicionou-
se, entdo, a esta fracdo diferentes tipos de proteases, em condi¢cfes variadas de tempo
(1 a 5 h), temperatura (40 a 60 °C) e pH (6,5 a 9,0). A quantidade de enzima utilizada
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variou de 1 a 4 % em relacdo ao substrato. O pH final foi ajustado a 6,5-7,5 com &acido
fosforico ou acético. A protease foi inativada com aquecimento a 85-95 °C por 10 min. Os
resultados alcancados foram especificos para cada tipo de enzima utilizada. Assim, para
a associacdo de uma protease neutra de origem fangica, com uma protease neutra
bacteriana obtiveram-se 73,6 % de extracdo. Por outro lado, utilizando uma protease
alcalina bacteriana este valor caiu para 47 %, enquanto que para uma protease neutra de
origem fungica foram alcancados 61 % de extracdo. Para o uso da pancreatina, 0s
melhores resultados foram obtidos usando a relagdo enzima:substrato (E:S) de 2 %, com
temperatura na faixa de 45-55 °C e o tempo de hidrdlise que mostrou ser o mais eficiente
foi de 3, 4 e 5 h. O rendimento das melhores condi¢des testadas foi de 75 %.

FISCHER et al. (2001) avaliaram a extracdo de proteinas da farinha de soja
desengordurada pelo uso de preparacdes enziméticas contendo uma endoprotease
(alcalase de grau alimenticio do Bacillus licheniformis), um complexo de proteases
(flavourzima do Aspergillus oryzae), seguido de uma preparacdo de carboidrase do
Aspergillus aculeatus e do Humicola insolens. Diferentes condi¢cdes de hidrolise foram
testadas. A quantificacdo de proteinas e carboidratos do residuo obtido foi utilizada para
avaliar a extracdo. O uso das proteases mostrou-se eficiente na obtencdo de
89-94 % das proteinas da farinha de soja, ja as carboidrases ndo contribuiram na
extracdo de proteinas. Entretanto, os autores sugeriram que a extracdo incompleta das
proteinas se deve a interferéncia da matriz, provavelmente devido as interacbes entre
proteinas e outros constituintes da amostra.

TANG et al. (2002) avaliaram o tratamento enzimatico combinado ou ndo com
processos fisico na extracdo de proteinas do arroz desengordurado. A utilizacdo de
agitador ultrasénico combinado com uma amilase e uma protease extrairam 54-57,8 %
das proteinas. A agitacdo, seguida do tratamento com amilase e protease, extraiu 5 % a
mais de proteinas do que o tratamento sem agitacdo. E o emprego da alta presséo,
combinado com as enzimas, extraiu 61,8 a 66,8 % de proteinas. Estes resultados
sugerem que os processos fisicos combinados com os tratamentos enzimaticos podem
ser eficientes na extracdo de proteinas do arroz. Entretanto, comparando com o0s
resultados de EUBER et al. (1991) ndo se observa vantagem do uso de processos fisicos.

WANG & WANG (2004) avaliaram a extracdo protéica com o objetivo de obter
amido do arroz. Assim, foi empregada uma protease neutra do Bacillus subtilis,
(pH 7,5 a 55 °C) e a combinacdo dessa protease com o ultrasom. A concentracdo de

enzima usada variou de 0,01; 0,03 e 0,05 % (p/p), e o tempo de agdo da protease foi de 1,
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2 e 5 horas, com agitacdo continua em agitador magnético. O emprego da protease,
isoladamente, provocou um aumento no teor de proteina do residuo e,
consequentemente, uma diminuicdo no rendimento da extragcdo de proteinas. Isto
ocorreu, possivelmente, devido ao menor tempo de reacao da protease, que pode ter sido

inativada pelo ultrasom.

4 FENILCETONURIA

As hiperfenilalaninemias (HPA) consistem de uma desordem priméria do sistema
de hidroxilacdo da fenilalanina (Phe). S&o diversos os tipos de hiperfenilalaninemias
encontrados, dependentes do erro metabdlico envolvido, formando, assim, um grupo
heterogéneo de doencgas, incluindo a fenilcetonudria classica, a fenilcetonuria leve, a
hiperfenilalaninemia transitéria e as varias formas de deficiéncia de tetrahidrobiopterina
(BH4) (MIRA & MARQUEZ, 2000; SANTOS et al., 2003).

A fenilcetonuria (PKU) classica é a mais comum das HPA. Nesse disturbio, a
fenilalanina ndo é metabolizada em tirosina devido a deficiéncia ou inatividade da
fenilalanina hidroxilase, resultando no acumulo de Phe no sangue e nos tecidos e na
producdo de metabolitos, como fenilactato, fenilacetato e fenilpiruvato, que acarretam
retardo mental, microcefalia, hiperatividade ou comportamento autista, tremor, falhas de
crescimento, convulsdes, menor pigmentacdo da pele e cabelos e odor caracteristico na
urina. Esse quadro aparece quando o paciente ndo é diagnosticado e tratado
precocemente (MIRA & MARQUEZ, 2000; SOUZA et al., 2002; SIRTORI et al., 2005).

A Phe é convertida em Tyr por meio de um sistema de hidroxilacdo complexo,
envolvendo varias enzimas e coenzimas. A fenilalanina hidroxilase é responsavel por
inserir um atomo de oxigénio na Phe para formar o grupo hidroxila da Tyr. Esta enzima
requer um co-fator, a tetraidrobiopterina (BH,4), que transporta elétrons do NADH para o
O, na hidroxilacdo da Phe. Durante a reacdo de hidroxilacdo, a coenzima € oxidada a
diidrobiopterina e, subsequentemente, € reduzida novamente pela acdo da enzima
diidrobiopterina redutase. O cofator BH, € essencial nas rea¢es de hidroxilacdo da Phe,
da Tyr e do triptofano (Trp) (STRYER, 1988; MARCO & WAITZBERG, 2000). A
deficiéncia de BH,4 produz distarbios no metabolismo destes aminoacidos, diminuindo a
formacdo de catecolaminas, melanina e serotonina (Figura 4) (STRYER, 1988; MIRA &
MARQUEZ, 2000).
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A incapacidade de metabolizar a Phe leva a uma diminuicdo nos niveis plasméaticos
de tirosina e, consequentemente, a reducdo dos neurotransmissores formados a partir
deste aminoacido, como dopamina, epinefrina e norepinefrina, além de favorecer a
deficiéncia em tiroxina (BURTS & ASHWOOD, 1996; MIRA & MARQUEZ, 2000).

Fenilalanina 1 L .
— » Tirosina Dopamina
Tirosina e —— L-Dopa » Melanina
Triptofano » 5-Hidroxitriptofano Serotonina
BH, | Jo-RH,

Figura 4 - Vias metabdlicas da Phe dependentes da fenilalanina-hidroxilase e BHy,
Tetrahidrobiopterina (BH4) € um coenzima da hidroxilacdo de aminoacidos arométicos, via fenilalanina-4-
hidroxilase (1), tirosina-3-hidroxilase (2) e triptofano-5-hidroxilase (3). A diidrobiopterina quinoide (g-BH,)
formada é regenerada para BH, por NADH-BH, redutase dependente (4). Na PKU classica, a enzima 1 é
deficiente. O acumulo de Phe inibe as enzimas 2 e 3. Essa inibicdo e a deficiéncia de dopamina e
serotonina resultantes podem ser evitadas pela dieta pobre em Phe. Na deficiéncia congénita da BH,, a
enzima 4 ou uma das enzimas da biossintese da biopterina é defeituosa. Entdo, nenhuma das enzimas 1-3
é ativada e a dieta pobre em Phe é terapeuticamente inefetiva.

Fonte: adaptado de MIRA & MARQUEZ, 2000.

4.1 Diagnostico e tratamento

O diagnéstico clinico é bastante dificil, porque a crianca é aparentemente normal
até o sexto més de vida, quando podem surgir sinais como atraso de desenvolvimento,
convulsbes ou outras anormalidades neurologicas. Assim, uma triagem precoce,
permitindo o diagnostico e o tratamento o quanto antes, previne e evita estas graves
consequéncias (SOUZA et al., 2002).

Deve-se frisar a importancia para a saude publica do Programa Nacional de
Triagem Neonatal, empregado para diagnosticar erros inatos do metabolismo e doencas
infecciosas (SOUZA et al., 2002). Criado em 2001, tem por objetivo o diagnostico de
doencas genéticas e acompanhamento dos individuos afetados. No estado de Minas
Gerais 0 programa foi implantado pela Secretaria de Estado de Salde em parceria com a
Universidade Federal de Minas Gerais. O Nucleo de Pesquisa em Apoio Diagndéstico
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(NUPAD) executa o tratamento e acompanhamento clinico, nutricional e psicologico de
todos os individuos afetados, além de fornecer gratuitamente os substitutos protéicos. E
um programa voltado a prevencdo das manifestacdes das doencas e ao bem estar do
individuo, da familia e da sociedade (AGUIAR, 2002).

A incidéncia de PKU é variavel, e ocorre em todos 0s grupos étnicos. Na Europa a
prevaléncia e de 1 a cada 14.000 nascidos vivos, no Estados Unidos 1:15.000, j& na
Turquia 1:2.600 recém-nascidos e no Japado 1:120.000 recém-nascidos (WALTER et al.,
2002; DA SILVA et al., 2003; KIM et al., 2004). No Brasil, a propor¢cao é de 1:15.000
recém-nascidos testados, sendo que em Minas Gerais, a PKU ocorre a 1:20.000
(AGUIAR, 2002), sendo relatado um novo caso a cada més (informacdo pessoal do
NUPAD).

Os niveis sanglineos de Phe em fenilcetonlricos podem ser maiores que
1200 umol/L, e seu tratamento consiste na reducdo deste aminoacido na dieta para
manter o seu nivel sérico entre 120 a 360 umol/L (SCRIVER et al., 1997).

O tratamento da fenilcetondria é dietoterdpico e se baseia numa dieta restrita em
proteinas, utilizando formulacdes especiais a base de aminoéacidos livres ou hidrolisados
protéicos, isentos ou com baixo teor de fenilalanina, de forma a manter os teores
sanglineos deste aminoacido perto da normalidade ao mesmo tempo em que se suprem
as necessidades nutricionais para o bom desenvolvimento do individuo (MIRA &
MARQUEZ, 2000; SIRTORI et al., 2005). Ressalta-se que a ingestdo insuficiente de
alguns aminoacidos essenciais resulta em um balanco nitrogenado negativo, contribuindo
para a perda de peso, crescimento deficiente, entre outras ocorréncias clinicas (TRAHMS,
1998). O Ministério da Saude do Brasil preconiza a dietoterapia por toda a vida, para se
evitar a neurodegeneracédo (BRASIL, 2002).

A quantidade de fenilalanina que pode ser ingerida depende dos niveis de Phe no
plasma, da atividade da enzima fenilalanina hidroxilase e da tolerancia a Phe, que podem
variar de individuo para individuo (MIRA & MARQUEZ, 2000). Além disso, a composi¢ao
dos substitutos protéicos, a aceitabilidade, o tempo e a quantidade administrada podem
influenciar a concentracéo da fenilalaniana sanguinea (MaCDONALD et al., 2004).

Alguns estudos tém sido realizados com o intuito de propor alternativas ao
tratamento dietético. Assim, a terapia enzimética com fenilalanina aménia liase baseia-se
na administracdo enteral ou parenteral desta enzima, que converte a fenilalanina em
acido trans-cinamico, metabdlito menos téxico que o fenilpiruvato e facilmente excretado
pelo organismo (LEVY, 1999; SARKISSIAN et al.,, 1999; KIM et al., 2004). A terapia
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génica, também tem sido estudada para restaurar a expressao da fenilalanina hidroxilase
permanentemente no figado dos pacientes. Porém, todas as tentativas realizadas até
entdo para tratar a PKU com terapia génica fracassaram (KIM et al., 2004). Embora sejam
promissores, dificilmente estes novos tratamentos substituirdo completamente o

tratamento dietético.

4.2 Substitutos protéicos

A conduta dietoterapica dos pacientes com PKU inclui dois tipos de substitutos
protéicos: a mistura de aminoéacidos livres e os 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 importacao.

As misturas de L-aminoacidos foram adotados a partir da década de 80. Esses
substitutos contém todos os aminoacidos, com excec¢do da fenilalanina, em propor¢des
recomendadas pela Food and Agriculture Organization (FAO), podendo ser acrescidas de
carboidratos, vitaminas, sais minerais e lipides (MIRA & MARQUEZ, 2000; SANTOS et
al., 2003; MaCDONALD et al., 2003).

Embora essas misturas de aminodcidos oferecam facilidade na prescricdo e
distribuicdo aos pacientes, elas resultam em uma dieta dispendiosa, monétona,
hiperosmdética e possuem odor e paladar desagradaveis. Essas misturas sao usualmente
administradas como bebidas e sua ingestao deve ocorrer em pequenas por¢des ao longo
do dia. Caso a administracdo seja feita de uma sé vez, pode aparecer uma série de
efeitos adversos: nauseas, vomitos, diarréia, tonturas, mudancas na excrecdo de
nitrogénio e no metabolismo catabdlico. As formulagcdes contendo misturas de
aminoacidos disponiveis no mercado sdo importadas e caras. Dentre elas, encontram-se:
Lofenalac, PKU-1, PKU-2, PKU-3 e XP Analog fornecidas pela Support Produtos
Nutricionais e Rilla-I, Rilla-1l e Rilla-Ill distribuidas pela Industria e Comércio de Produtos
Alimenticios Vittafix Ltda (MIRA & MARQUEZ, 2000; GUADIX et al., 2000; MaCDONALD
et al., 2003).

Alguns pesquisadores tém apontado os hidrolisados protéicos com baixo teor de
Phe como o substituto mais adequado no tratamento dos fenilcetonaricos. Para a
producdo de tais hidrolisados, o processo enzimatico vem sendo o mais indicado.

Comumente sdo utilizadas nessa etapa, no minimo duas enzimas, uma das quais com
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especificidade para aminoacidos aromaticos (pepsina, carboxipeptidases) e outra com
especificidade ampla, agindo sobre a maioria das ligagbes peptidicas, como a papaina e
proteases de diversas origens (MIRA & MARQUEZ, 2000; SANTOS et al., 2003).

Os hidrolisados enzimaticos oferecem elevados teores de oligopeptideos e
apresentam vantagens para o preparo de férmulas especiais. A absorcdo de di- e
tripeptideos é mais rapida e completa do que aquela observada para uma mistura
equivalente de aminoacidos (GRIMBLE et al., 1987; ZIEGLER et al., 1990; SHIMAMURA,
et al. 1999). O fato de os aminoacidos dos hidrolisados estarem, em grande parte,
agrupados em peptideos proporcionam menor osmolaridade das suas solucgdes,
reduzindo a incidéncia de diarréia osmética. Além disso, os hidrolisados podem ser
aplicados em férmulas de nutricdo enteral devido a esta baixa osmolaridade (FURST et
al., 1990; GONZALEZ-TELLO et al. 1994).

O desenvolvimento desses hidrolisados protéicos envolvem duas etapas:
1) liberacéo da fenilalanina pela hidroélise enzimatica e 2) remocéao da fenilalanina liberada
por técnicas e procedimentos diferenciados, tais como tratamento com o carvao ativado
ou uso de resina de troca ibnica (ARAI et al., 1986; ADACHI et al., 1991; LOPEZ-
BAJONERO et al., 1991, CLEMENTE, 2000).

Durante a hidrdlise enzimatica pode ocorrer o desenvolvimento de caracteristicas
organolépticas indesejaveis devido a exposicdo de aminodcidos hidrofébicos e
consequente produgdo de sabor amargo. No entanto, véarias tentativas tém sido feitas
para prevenir, remover, eliminar ou mascarar o amargor de peptideos, como tratamento
com carvao ativado, extragcdo com alcool, precipitacdo isoelétrica, cromatografia em silica
gel, cromatografia de interacdo hidrofobica, adi¢cdo de polifosfatos, glicina ou ciclodextrina
durante o processo de hidrolise e aplicacdo / tratamento de exopeptidases (COGAN et al.,
1981; PEDERSEN, 1994; SAHA & HAYASHI, 2001). Recentemente, estudos realizados
no mesmo laboratério do presente trabalho, com encapsulamento em lipoesferas
(BARBOSA et al.,, 2002a) e em lipossomas (MORAIS et al.,, 2003) mostraram ser um
procedimento eficiente para mascarar o sabor amargo de hidrolisados de caseina.

5 HIDROLISE ENZIMATICA DAS PROTEINAS

A hidrdlise de proteinas é basicamente o resultado da clivagem de suas ligacées

peptidicas, liberando peptideos de diferentes tamanhos e aminoacidos livres. Este
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processo pode ser realizado por enzimas, acidos ou bases. O método quimico € um
processo de dificil controle, que origina produtos com reduzida qualidade nutricional,
podendo destruir aminoacidos como triptofano, lisina, treonina e causar racemizacéo dos
aminoé&cidos (ADLER-NISSEN, 1981; LAHL & BRAUN, 1994; CLEMENTE, 2000).

A hidrolise enzimética apresenta uma série de vantagens sobre a hidrélise quimica,
como especificidade, controle do grau de hidrélise, condicbes moderadas de agéo,
disponibilidade comercial em larga escala, custo moderado, menor teor de sal no produto
final e formagdo minima de subprodutos (MANNHEIM & CHERYAN, 1992; PEARCE,
1995; CLEMENTE, 2000; GUADIX et al., 2000). Alem disso, este método vem sendo
freqientemente usado para melhorar as propriedades nutricionais e funcionais das
proteinas alimentares (PEDROCHE et al., 2004).

Recentemente, esses hidrolisados tém recebido uma especial atencdo e tem
apresentado elevado potencial como constituintes de produtos geriatricos, suplementos
energéticos, solucdes enterais e parenterais, e alimentos hipoalergénicos (PEDROCHE et
al., 2004). O uso desses hidrolisados, como fonte de proteinas em pacientes
hospitalizados, tem aumentando constantemente nas Ultimas duas décadas, sendo
utilizados no controle da dieta de pacientes com doencgas cronicas, como a aterosclerose,
cancer e deficiéncias no figado, no tratamento de fenilcetondria, fibrose cistica, doenca de
Crohn, intolerancia e alergias alimentares (CLEMENTE, 2000; PEDROCHE et al., 2004).

Diversos autores tém demonstrado que férmulas contendo um elevado teor de
oligopeptideos, especialmente, di- e tripeptideos, séo utilizadas mais efetivamente, com
maior absorcdo gastrointestinal, quando comparados a uma mistura equivalente de
aminoacidos livres ou de proteinas intactas, apresentando assim um maior valor nutritivo
(GONZALEZ-TELLO et al., 1994; GUADIX et al., 2000; PEDROCHE et al., 2004).

O processo de hidrdlise enzimatica também vem se destacando na melhoria das
propriedades funcionais das proteinas, tais como solubilidade, poder emulsificante, de
aeracdo, de gelificacdo e textura, apresentando desta forma diversas aplicacdes na
inddstria de alimentos (ABERT & KNEIFEL, 1993). Muitos alimentos tém sido modificados
por proteases, cComo a soja, concentrados protéicos de peixe, carnes e queijos, no intuito
de se obter produtos de melhor qualidade sensorial (CHEFTEL et al., 1989).

Algumas varidveis devem ser controladas durante a reacdo enzimatica para se
alcancar os resultados desejados, como a escolha da enzima, o pH, tempo e temperatura

de hidrdlise, tipo e concentracdo de substrato, relacdo enzima: substrato, inativacao
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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 da enzima proteolitica é de extrema importancia, uma vez que sua acao
especifica ira influenciar a composicao final dos produtos de hidrélise, principalmente com
relacdo ao tamanho médio dos peptideos e ao teor de aminoéacidos livres (CHATAUD et
al., 1988; CLEMENTE, 2000).

Na producao de hidrolisados, associacdes de enzimas de ampla especificidade tém
também sido empregadas, levando a uma hidrélise extensa, com maior porcentagem de
pequenos peptideos e aminoacidos, portanto melhor composicado (REED, 1975; GUADIX
et al., 2000). Para obter hidrolisados usados em formulacdes especiais, tem-se utilizado,
preferencialmente, uma reacao sequencial de endopeptidases e exopeptidases. O uso
inicial de endopeptidases facilita a acdo das exopeptidades em uma segunda etapa,
acarretando uma degradacao mais completa (CLEMENTE, 2000).

Ao final do processo deve-se interromper a reacao pela inativacdo da enzima. Para
isto, geralmente sdo empregadas mudancga do pH ou temperaturas suficientemente altas
para provocar a desnaturacdo da molécula enzimética, entre 80 °C e 90 °C, por 10 a
20 min (LOOSEN et al., 1991; BOBBIO & BOBBIO, 1992; NAKAMURA et al., 1993;
SILVESTRE et al., 1994a,b; MORATO et al., 2000).

5.1 Corolase PP

A corolase PP é um preparado enzimatico proteolitico, obtido de pancreas suino
composto por varias enzimas proteoliticas (tripsina, quimiotripsina, amino e
carboxipeptidadse) (AB ENZYMES, 2001). Encontra-se armazenada no pancreas sob a
forma de quimiotripsinogénio que é ativado pela tripsina em processos sequenciais. Esta
enzima possui atividade de endopeptidase sendo especifica para a hidrolise de ligacdes
peptidicas adjacentes a carboxila de aminoacidos arométicos, expondo a fenilalanina,
tirosina e triptofano (RAO et al., 1998). Apresenta-se como um po sélido de cor bege, com
odor caracteristico.

A acdo da corolase PP é maior em pH neutro a ligeiramente alcalino. A
temperatura Otima de atuacdo deste preparado encontra-se na faixa de 45 a 55 °C
(GUADIX et al., 2000).
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Os substratos para a corolase PP sdo proteinas de origem animal ou vegetal
usadas em tecnologia de alimentos. O uso da enzima se mostra mais vantajoso em
substratos que tendem a formar peptideos amargos quando sado hidrolisados, como a
caseina, proteinas do soro, proteinas da soja e glaten (GUADIX et al., 2000).

A corolase PP preenche os requisitos do Joint Expert Committee for Food Aditives
(JECFA/FAO/WHO) e do Food Chemicals Codex (FCC) (AB ENZYMES, 2001).

6 METODOS DE REMOCAO DE FENILALANINA

A fenilalanina é um aminoacido comum que usualmente esta presente em todas as
proteinas de origem animal ou vegetal na propor¢cdo de 3 a 6%. A baixa ingestdo de
proteinas é preconizada no tratamento dietoterapico dos fenilcetonuricos, por isso, Varios
métodos tém sido propostos com o intuito de reduzir este aminoacido de alimentos
(OUTINEN et al., 1996; SHIMAMURA et al., 1999).

Os métodos utilizados para a remocéo de fenilalanina de hidrolisados protéicos é
realizado segundo técnicas e procedimentos diferenciados como: adsor¢do em carvao
ativado ou resinas, filtracdo em gel, peneira molecular, cromatografia de troca ionica,
desaminacdo. Deve-se considerar que os métodos escolhidos para a remocédo de
fenilalanina de hidrolisados protéicos, devem ser praticos, de facil reproducao, ter
custo/beneficio adequado, apresentar reconstituicdo e utilizagdo viaveis, além de
resultarem em produtos palataveis e seguros (ADACHI et al., 1991; LOPEZ-BAJONERO
et al., 1991; OUTINEN et al.; 1996; SHIMAMURA et al., 1999).

O carvdo ativado tem sido amplamente utilizado na industria como material
adsorvente com diversas aplicacdes, tais como, separacdo de gases, remocao seletiva de
substancias e purificagdo de agua, devido a natureza hidrofébica, &rea de superficie com
boas propriedades de adsor¢éo e estabilidade térmica (VINU et al., 2006).

Véarios autores vém utilizando o carvao ativado para a remocdo de fenilalanina.
KITAGAWA et al. (1987) obtiveram hidrolisados de soro de leite que posteriormente foram
tratados com carvdo ativado removendo 97 % de Phe. Esses autores também
observaram as perdas de tirosina e triptofano e sugeriram a adicdo dos mesmos. Este
mesmo adsorvente foi utilizado por LOPEZ-BAJONERO et al. (1991) em hidrolisados de
caseina comercial e de leite em pd desnatado removendo 92 % da fenilalanina.

SHIMAMURA et al. (1999) propuseram a passagem de hidrolisado protéico de soro de
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leite em coluna contendo carvdo ativado para adsorver aminoacidos aromaticos,
especialmente Phe, com uma faixa de remocéo entre 85 a 95 %. MOSZCZYNSKI &
IDIZIAK (1993) removeram a fenilalanina de hidrolisados de caseinas empregando-se
guatro tipos de carvao ativado (acido, basico, neutro e grau analitico), trés tipos de
resinas de troca i6nica Amberlite (IRA-458, IRA-401 e IRA-40Q) e o gel de filtracédo
molecular Sephadex G-15. Dentre eles, o carvéo ativado de grau analitico mostrou ser o
suporte que proporcionou a maior remocéao de fenilalanina (89,5 %).

Em estudos realizados no mesmo laboratério do presente trabalho, o carvdo
ativado foi utilizado com eficiéncia para a remocdo de fenilalanina de hidrolisados
enzimaticos de leite em pé desnatado (93,6 a 99 %) (LOPES et al., 2002; SOARES et al.,
2004), de soro de leite em p6 (75 a 99 %) (DE MARCO et al., 2004; SILVA et al., 2006;
DELVIVO et al.,, 2004; 2005) e de arroz (85 a 100 %) (BIZZOTTO et al., 2006a,b),
utilizando diferentes enzimas e condicdes hidroliticas.

As resinas de adsorcdo Amberlite XAD-4 e XAD-16, utilizadas por OUTINEN et al.
(1996), removeram de 92 a 100 % da fenilalanina de hidrolisados protéicos, de soro de
leite e de soja. Em contraste, VASCONCELLOS et al. (1989), ao empregarem a resina
XAD-4, em hidrolisados acidos de caseina, encontraram um valor inferior de remocéao de
fenilalanina (61 %). Valor semelhante foi alcancado por SANTOS et al. (2003), ao utilizar
esse mesmo meio absorvente, obtendo-se 62,5 % de remocdo de fenilalanina, em
hidrolisados enzimaticos de caseina. Entretanto, segundo esses autores, os teores de
fenilalanina ainda eram altos para serem utilizados na dieta dos fenilcetonuricos. A resina
de adsorcdo Amberlite XAD-4 foi igualmente utilizada neste laboratoério, tendo levado a
uma remocao de fenilalanina da ordem de 95 % (DELVIVO et al., 2004, 2005).

7 METODOS DE DETERMINACAO DO TEOR DE FENILALANINA

A determinacédo da fenilalanina pode ser realizada por varios métodos descritos na
literatura, tais como: cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) de fase reversa
(ZEZZA et al., 1992), HPLC de troca ibnica (FANG et al.,, 1992), HPLC hidrofilica
(CARREIRA et al., 2002), sensor enzimético de membrana (SHIMAMURA et al., 1999) e
espectrofotometria derivada segunda - EDS (O'HARVER, 1979; CAHILL & PADERA,
1980; RAGONE, et al., 1984; ROJAS et al., 1988; SILVESTRE et al., 1993).
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A EDS é um método quantitativo e qualitativo, que baseia-se na derivacdo do
espectro de absorcdo normal dos compostos analisados, sendo considerada uma técnica
analitica simples, rapida e de custo relativamente baixo (O'"HARVER, 1979; ICHIKAWA &
TERADA, 1977, 1979, 1981; RAGONE et al., 1984; ROJAS et al., 1988). Este método tem
sido utilizado para separar 0o complexo espectro de absorcdo das proteinas nas
contribui¢cdes individuais dos aminoacidos aromaticos e para quantifica-los, uma vez que
esses apresentam bandas de absorgéo caracteristicas na regido do ultravioleta, entre 240
e 310 nm (O'HARVER, 1974; CAHILL & PADERA, 1980).

Diversos autores tém relatado a eficiéncia da EDS para quantificar residuos de
Phe, Tyr e Trp em proteinas ou em hidrolisados protéicos devendo-se controlar as
variaveis como o pH e a adicdo de outras substancias (ICHIKAWA & TERADA, 1977,
1979, 1981; O'HAVER, 1979; CAHILL & PADERA, 1980). Assim, ICHIKAWA & TERADA
(1977, 1979, 1981), primeiramente, examinaram residuos de Phe em proteinas, entre
245 e 270 nm e demonstraram que os residuos dos aminoacidos de tirosina e triptofano
nao causaram diferengcas significativas nas propriedades da Phe. Em outro estudo
realizado posteriormente, por este mesmo grupo, foram encontrados resultados que
concordavam com os descritos na literatura, empregando-se este método para determinar
a Phe em proteinas desnaturadas. SILVESTRE et al. (1993) também empregaram a EDS
para avaliar pureza de hidrolisados comerciais, indicando a adicdo de aminoacidos livres,
de proteinas nativas ou mesmo de hidrolisados com diferentes graus de hidrolise. 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 préximo o grupamento aromatico estiver da
posicédo C- ou N-terminal.

Em estudos realizados no laboratério onde foi desenvolvido o presente trabalho, a
EDS foi empregada com varias finalidades: determinar o grau de exposicdo de
fenilalanina, de tirosina e de triptofano em hidrolisados de caseina (BARBOSA et al.,
2002), a taxa de encapsulamento em lipossomas e liposferas de hidrolisados de caseina
(MORAIS et al., 2003, 2005); quantificar o teor de fenilalanina em hidrolisados
enzimaticos de leite em po desnatado (SOARES et al., 2004; LOPES et al., 2002, 2005),
de soro de leite em p6 (DE MARCO et al., 2004; SILVA et al., 2006; DELVIVO et al., 2004,
2005) e de arroz (BIZZOTTO et al., 2006a,b).
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TRABALHO EXPERIMENTAL

1 APRESENTACAO

A parte experimental deste trabalho esta apresentada na forma de fluxogramas,
nas figuras 5 e 6. Os resultados foram divididos em dois capitulos e redigidos sob a forma
de artigos cientificos.

O primeiro capitulo refere-se a determinacdo da composicao centesimal do fuba de
milho e a otimizacdo da extracdo das proteinas, por diferentes métodos quimicos e um
enzimatico, visando o desenvolvimento de suplementos nutricionais diversos. Nos
métodos quimicos, empregou-se uma solucdo alcalina, isoladamente ou em associacao
com o etanol. No método enzimatico, empregou-se uma protease de microorganismo
(Protemax 580 L), especifica para obtencdo de isolados protéicos em alimentos, e
avaliou-se o efeito do tempo e da temperatura. O rendimento da extracao protéica, para
todos os métodos, foi determinado por meio de célculo, utilizando-se os teores de
proteinas e de solidos totais dos residuos.

No segundo capitulo, a corolase PP, complexo enzimético proteolitico com
atividade especifica proxima dos aminoacidos aromaticos, foi utilizada no preparo dos
hidrolisados do fub& de milho com baixo teor de Phe, empregando-se o extrato protéico
obtido na extracdo enzimatica do fuba. O carvao ativado foi utilizado para a remocao de
Phe dos hidrolisados e a eficiéncia da remocao foi avaliada por espectrofotometria
derivada segunda (EDS), determinando-se o teor de Phe livre no fuba de milho, assim
como nos hidrolisados apés tratamento com carvao. A concentracdo do extrato protéico, a
relacdo E:S, o emprego da liofilizacdo, a relagdo proteina: carvdo e o modo de emprego

de carvao foram testados.



CAPITULO |

Fuba de milho

A 4

Determinacdo da composicao
guimica

A 4

Extracdo das proteinas do fuba

v

Métodos quimicos

Figura 5 - Principais etapas do trabalho experimental desenvolvido no capitulo 1.
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Figura 6 - Principais etapas do trabalho experimental
EDS: Espectrofotometria Derivada Segunda; EPF: Extrato Protéico do Fuba de Milho; CA: Carvao Ativado.

do capitulo 2.
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Capitulo |

EXTRACAO QUIMICA E ENZIMATICA DAS PROTEINAS DO
FUBA DE MILHO

RESUMO

Diferentes métodos quimicos e um enzimatico foram testados para extracao das proteinas
do fubd de milho. A avaliacdo do rendimento da extracdo protéica foi feita pela
determinacdo do teor de proteina e de solidos totais dos residuos obtidos. Para a
extracdo quimica das proteinas, uma solucdo alcalina, isoladamente ou em associacao
com etanol, foi empregada como solvente. O método alcalino-alcodlico sequencial foi o
mais eficiente, dentre os métodos quimicos testados, tendo alcancado 88,2 % de
rendimento. Por outro lado, o método alcalino (75,5 % de rendimento) apresenta a
vantagem de ndo empregar etanol, reduzindo os custos do processo, pois evita-se a
etapa de remocédo desse solvente. Para a extracdo enzimética, foi utilizada uma protease
de Bacillus liccheniformis. As variaveis, tempo e temperatura, empregadas no método
enzimatico influenciaram no rendimento da extracdo protéica do fuba de milho. Os
melhores resultados foram obtidos a 5, 15 e 24 h a 55 °C, que ndo apresentaram
diferenca significativa, sendo que a condicdo mais vantajosa do ponto de vista econémico

foia de 5 h a 55 °C tendo atingido um rendimento de cerca de 83,8 %.

Palavras-chave: fuba de milho, método quimico, método enzimatico, extracado protéica,

rendimento de extracao.
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INTRODUCAO

O milho, juntamente com o arroz e o trigo, € um dos mais importantes graos de
cereais no mundo, fornecendo nutrientes para seres humanos e animais e servindo como
material basico a producédo de amido, 6leo e proteina, bebidas alcodlicas, adocantes e,
mais recentemente, como combustivel (FAO, 1992).

O milho é o cereal mais produtivo dentre os trés graos, com uma média mundial,
durante os ultimos trés anos, de 4,3 toneladas por hectare, em comparacéao a 2,7 e 3,8
toneladas por hectare de trigo e arroz, respectivamente (EVERES [ s.d.]). O consumo per
capita de milho no Brasil foi de 19,5 kg/habitante no ano de 2001, fornecendo cerca de
158 calorias/dia e 3,7 g proteina/dia por habitante (FAO, 2006).

O milho é uma das principais fontes alimentares para milhdes de pessoas,
principalmente na América Latina e Africa, sendo uma fonte de carboidratos e proteinas.
O conteudo de proteinas em diferentes tipos de milho varia entre 6 a 12 % na base seca,
sendo que aproximadamente 75 % das proteinas estdo contidas no endosperma (FAO,
2006).

As proteinas do grdo de milho podem ser classificadas em seis fracdes de acordo
com LANDRY & MOUREAUX (1970), como albumina, globulina, zeina, glutelina 1,
glutelina 2 e glutelina 3. A zeina € uma prolamina, que ocorre especificamente em
cereais, e € a maior classe das proteinas constituintes do milho, correspondendo
aproximadamente 45-50 % do total.

Diferentes procedimentos utilizando solventes para extrair as proteinas do milho
sado relatados na literatura, nos quais fatores como concentracdo e tipo de solvente,
temperatura e tempo da extracdo variam no intuito de aumentar a eficiéncia do processo
(LANDRY & MOUREAUX, 1970; PAULIS & WALL, 1977; NEWMANN & WALL, 1984;
HOJILLA-EVANGELISTA et al., 1992; KAMPEN, 1995; LANDRY, 1997; DICKEY et al.,
1998, 1999; SHUKLA et al., 2000; YOUSIF & TINAY, 2000; FAGEER & TINAY, 2004). O
método usado para isolar as proteinas tem efeitos importantes nas suas propriedades
(AGBOOLA et al.,, 2005). O tratamento alcalino das proteinas pode provocar a sua
desnaturacao pela desestabilizagdo das estruturas terciarias e facilitar sua solubilizagéo.
Por outro lado, o pH alcalino pode aumentar as chances de racemizagdo dos
aminoacidos, a destruicdo de aminoacidos e levar a formacdo de novos compostos que
poderiam alterar as propriedades nutricionais e funcionais das proteinas. (SGARBIERI,
1996).
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Na maioria dos trabalhos encontrados sobre a extracdo quimica das proteinas de
cereais, 0 etanol e uma solucdo de hidréxido de sédio sdo empregados como solventes
em concentracdes variadas (LANDRY & MOUREAUX, 1970; PAULIS & WALL, 1977,
LANDRY, 1997; NEWMANN & WALL, 1984; YOUSIF & TINAY, 2000; FAGEER & TINAY,
2004). Geralmente no milho, a fracdo protéica soluvel em etanol é maior do que a fracéo
solavel em alcali, e ambas constituem 80-90 % da proteina do milho (KAMPEN, 1995).

N&o foram encontrados na literatura trabalhos abordando a extracdo enzimatica de
proteinas do milho e derivados. Estudos foram realizados com outros alimentos, tais como
arroz e soja, no qual o interesse dos autores estava voltado para a separacdo das
proteinas destes alimentos (EUBER et al., 1991; FISCHER et al., 2001, TANG et al.,
2002). Em outros casos, a utilizacdo deste método estava associada a separacdo do
amido (WANG & WANG, 2004; AGBOOLA et al., 2005).

Véarias enzimas tém sido utilizadas na extracdo enzimatica de proteinas. Entre
estas, encontram-se a pancreatina, as proteases alcalina, fungica ou bacteriana (EUBER
et al., 1991); uma endoprotease (Alcalase de grau alimenticio do Bacillus liccheniformis);
um complexo de proteases (Flavourzima do Aspergillus oryzae) seguido de uma
preparacao de carboidrase do Aspergillus aculeatus e do Humicola insolens (FISCHER et
al., 2001); endoprotease e amilase (TANG et al., 2002); a-amilase (BAN 240 L) e protease
(Promozyme 400 L) (AGBOOLA et al., 2005).

Visando a utilizacdo do fubd de milho como matéria-prima para a producdo de
suplementos nutricionais diversos, este trabalho envolveu a determinacdo da composicao
guimica e a otimizacdo da extracado protéica, por métodos quimicos e enzimaticos. Neste

caso, a enzima empregada consistiu de uma protease de Bacillus liccheniformis.

MATERIAL E METODOS

MATERIAL

O fuba de milho foi adquirido no comércio de Belo Horizonte, MG. A enzima
Protemax 580 L foi cedida pela Prozyn (S&o Paulo, Brasil). O Kit de determinacao de fibra
alimentar total, TDF-100A, foi adquirido da Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO, USA). Os

demais reagentes foram de grau analitico.
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METODOS

1 DETERMINACAO DA COMPOSICAO CENTESIMAL DO FUBA DE MILHO

A composicdo centesimal do fuba de milho foi determinada segundo os métodos
descritos na AOAC (1995). A umidade foi determinada pelo método de secagem em
estufa ventilada (Quimis Q-314M242, série 020, Diadema, SP) a 105 °C até peso
constante; as cinzas ou minerais, por incineracdo, em mufla a 550 °C; os lipides, por
extracdo com éter etilico, Soxhlet modificado (Quimis Q-308G26, série 018, Diadema,
SP); as proteinas foram determinadas pelo método de micro-kjeldahl; as fibras
alimentares pelo método enzimatico; os carboidratos, por diferenca. O fator de converséo
de nitrogénio para proteina usado foi 5,65 especifico para milho (NIELSEN, 1998).

2 EXTRACAO DAS PROTEINAS DO FUBA DE MILHO

2.1 Extracdo quimica

Para a extragdo quimica das proteinas foi empregada uma solucdo alcalina,
isoladamente ou em associagdo com o etanol, tendo sido utilizadas algumas variagdes.
No primeiro caso, cujo procedimento esta descrito abaixo, foi utilizado o método alcalino,
descrito por CONNOR et al. (1976), e modificado por BIZZOTTO et al. (2006a) quanto ao
pH, tempo de agitacdo e método de separacado do residuo.

A 10 g da amostra foram adicionados 50 mL de &gua destilada e o pH ajustado
para 12 com uma solucédo de NaOH a 3 mol/L. Agitou-se em agitador magnético (Fisatom,
Sao Paulo, Brasil), por 1 h. Centrifugou-se a 957 x g, por 10 min, a 25 °C (Centrifuga
Jouan, BR 4i, Saint Herblain, Franca). Separou-se o sobrenadante e o residuo foi lavado
uma vez com 10 mL de NaOH a 0,1 mol/L e, em seguida, duas vezes com 10 mL de agua
destilada, tendo sido centrifugado nas mesmas condi¢bes citadas acima, apds cada
lavagem. O residuo foi, entdo, pesado e submetido as determinacdes dos teores de
proteina e de sélidos totais (AOAC, 1995).

Testou-se em seguida, uma modificacdo do método alcalino, aqui denominado de
alcalino-alcalino. Nesse caso, a partir do residuo obtido no método alcalino repetiu-se o

mesmo procedimento de extracdo protéica.
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Para a associacdo da solucdo alcalina com o etanol, seguiu-se, inicialmente, o
método descrito por KAMPEN (1995), aqui denominado de alcalino-alcoélico simultaneo.
Este método se assemelha ao alcalino, sendo que, além dos 50 mL de agua destilada
adicionados a amostra, 40mL de uma solucéo etanodlica a 70% (v/v) foram adicionados,
juntamente com um volume de solucédo de NaOH a 3 mol/L suficiente para atingir o pH 12.

Em seguida, foram testadas trés modificacdes do método de KAMPEN (1995). Na
primeira, aqui designada de método alcalino-alcodlico sequencial, adicionou-se
40 mL de solucédo etandlica a 70% (v/v) ao residuo, obtido como descrito para o método
alcalino, e repetiu-se as etapas de centrifugacéo e lavagem, neste caso apenas com agua
destilada. Na segunda modificacdo, aqui denominada método alcodlico-alcalino
sequencial, seguiu-se o0 mesmo procedimento do método alcalino-alcodlico seqtiencial,
tendo sido alterada apenas a ordem de adicdo dos solventes. Na terceira modificacéo,
aqui denominada de método alcalino-alcoolico com ajuste de pH, ajustou-se o pH de 12
para 7,0 do primeiro residuo obtido pelo método alcalino-alcodlico sequencial, apos a
extracdo alcalina, com acido cloridrico a 3 mol/L. Logo apds, realizou-se a segunda
extracdo com solucdo etandlica a 70 % (v/v), como descrito para o método alcalino-

alcoodlico.

2.2 Extracdo enzimatica

A extracdo enzimatica foi baseada no método descrito por WANG & WANG (2004),
sendo que alguns parametros, tais como, propor¢cdo de &gua inicial, pH, tempo de
centrifugacéo e relagcéo E:S foram modificados com o objetivo de aumentar o rendimento
do processo.

A amostra de fuba de milho foi, inicialmente, passada em tamis de 50 mesh. Em
seguida, foi suspensa em &gua na propor¢cdo de 1:5 (p/v) e agitada no ultraturrax (IKA
Labortechnix, T25 basic, Wilmington, EUA) a 19.000 rpm por 5 min. Apés ajuste do pH
para 9,5, com solucdo de NaOH a 3 mol/L, levou-se ao banho de 6leo a 55 °C ou 60 °C. A
enzima Protemax 580 L foi adicionada na relacdo enzima:substrato (E:S) de 1:10 e a
hidrolise foi realizada em diferentes tempos (Tabela I.1). Em seguida, centrifugou-se a
1700 x g por 15 min, a 25 °C. Separou-se 0 sobrenadante e o residuo foi lavado duas

vezes com agua destilada, tendo sido centrifugado nas mesmas condicfes citadas acima,
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apos cada lavagem. O residuo foi pesado e submetido as determinacdes dos teores de
proteina e sdlidos totais (AOAC, 1995).

Tabela I.1 — Parametros utilizados na extracédo enzimatica das proteinas do fuba de
milho

Amostras Temperatura Tempo
(°C) (horas)
EPF 1 == 1
EPF 2 - i
EPF 3 - .
EPF 4 - .
EPF5 50 )
EPF 6 60 i

EPF = Extrato protéico do fuba de milho.

2.3 Determinacao do rendimento da extracado protéica

O rendimento da extracao protéica foi determinado indiretamente, empregando-se

o teor de proteinas do residuo. Para tal, empregou-se a Equacao 1:

R(%) = 100 - | proteina no residuo X peso do residuo x 100 Q)
proteina da amostra x peso da amostra

sendo:

Proteina no residuo = teor de proteina no residuo, obtido apds a extracdo das proteinas
do fuba de milho, em g/100 g; b.s.

Peso do residuo = quantidade do residuo obtido apés a extracao, b.s. (g);

Proteina da amostra = teor de proteina no fuba de milho, em g/ 100 g; b.s.

Peso da amostra = quantidade de fuba de milho utilizada na extracéo, em g.
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3 ANALISE ESTATISTICA

Todos os experimentos foram feitos em trés repeticdes e as andlises realizadas em
triplicata. Utilizou-se a Analise de Variancia (ANOVA fator Unico) e o Teste de Duncan a
5 % de probabilidade, para comparar o rendimento de extracdo das proteinas do fuba de
milho (PIMENTEL-GOMES, 2000).

RESULTADOS E DISCUSSAO

1 COMPOSICAO CENTESIMAL DO FUBA DE MILHO

Encontram-se na Tabela 1.2 os resultados obtidos para os teores dos componentes
do fuba de milho. De uma maneira geral, os valores encontrados no presente trabalho
estdo proximos dos citados na literatura. As diferencas observadas estdo associadas aos
teores de fibra alimentar, cujo valor obtido foi cerca de duas vezes maior que aos da
marca Hikari (USP, 2005) e aos do fuba cru sem marca (USP, 2005). Além disso,
comparando-se com os dados da tabela de composi¢éo de alimentos de FRANCO (1999),
o teor de umidade aqui encontrado foi inferior, enquanto que os de cinzas totais e de
carboidratos foram superiores, sendo que para as cinzas a diferenca foi cerca de trés
vezes maior. Esta variagdo na composicdo quimica de um alimento pode estar
relacionada as condi¢Bes de cultivo, clima, solo e adubacao. Além disso, GONCALVES et
al. (2003) relatam que o teor de proteina pode ser influenciado pelo grau de germinacao
do grdo de milho. Os métodos empregados na determinacdo de fibra também podem
influenciar nos resultados obtidos, embora ndo tenham sido mencionados na literatura

consultada.
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Tabela I.2 - Composic¢ao centesimal do fuba de milho

Teores (g/100 g)

Componentes Valores obtidos * USP 2 usp ® FRANCO *
Umidade 11,04 £ 0,04 12,40 9,88 16,42
Proteina 6,13 £ 0,20 5,70 6,90 7,80
Lipides 1,94 +0,18 2,20 2,16 2,20
Cinzas totais 0,48 £ 0,03 0,50 0,50 0,18
Fibra alimentar total 5,86 + 0,08 2,80 4,04 -
Carboidratos 80,42 79,20 80,56 73,40

" Valores obtidos no presente trabalho com o desvio padrdo. © USP (2005), Fuba de milho da Hikari
Industria e Comércio Ltda. > USP (2005), Fuba de milho, sem marca. * FRANCO (1999).

2 EFICIENCIA DA EXTRACAO QUIMICA DAS PROTEINAS
Na Tabela 1.3, estdo apresentados os resultados obtidos para o rendimento da

extracdo quimica das proteinas do fuba de milho, empregando-se os diferentes métodos.

Tabela 1.3 — Teor de proteinas no residuo e rendimento da extragcdo quimica das
proteinas do fuba de milho, com diferentes métodos de extracdo

Teor de proteina Rendimento de
Métodos de extragdo
no residuo (%) extracao (%)

Alcalino 1,79 75,5
Alcalino-alcalino seqiiencial 2,102 72,9
Alcalino-alcodlico simultaneo 1,73 75,7
Alcalino-alcodlico sequencial 0,95¢ 88,2¢
Alcodlico-alcalino sequencial 1,72°¢ 77,5°
Alcalino-alcodlico com ajuste de pH 2,272 70,6 ¢

Os resultados representam médias de triplicatas. Médias indicadas por letras iguais nao diferem entre si a
5% de probabilidade pelo teste de Duncan.

Como pode ser observado, o maior rendimento da extracdo foi alcancado pelo
método alcalino-alcodlico seqiiencial (88,2 %), uma vez que o emprego de uma solucao
alcalina, seguido de uma solucdo alcodlica a 70 %, mostrou ser o mais eficaz para
aumentar a solubilidade das proteinas e, consequentemente, a porcentagem de

rendimento de extracdo dos métodos testados. KAMPEN (1995) relata que o uso de
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solventes, de forma sequencial, na extracdo protéica, pode aumentar o rendimento para
alguns tipos de matéria-prima, especificamente para cereais.

Além disso, os resultados aqui obtidos estdo de acordo com o esperado
teoricamente, ou seja, a maior parte da fracdo protéica do milho € solavel em etanol e
alcali, sendo facilmente extraida por estes solventes (KAMPEN, 1995).

Apesar do método alcalino ter apresentado menor rendimento do que o alcalino-
alcéolico sequencial, o emprego de apenas um solvente e a eliminacdo da etapa de
remocao de alcool o torna mais econémico.

N&o foram encontrados na literatura, dados sobre o rendimento de extracéo
protéica do fuba de milho. Os poucos trabalhos encontrados referem-se ao gréo de milho
e, em apenas um, o rendimento da extracdo protéica foi superior ao obtido neste trabalho.
Assim, KAMPEN (1995) conseguiu extrair 82 % das proteinas, empregando o método
alcalino-alcodlico simultaneo, enquanto que no presente trabalho este mesmo método
apresentou um rendimento de cerca de 76 %.

Por outro lado, HOJILLA-EVANGELISTA et al. (1992) relataram um rendimento de
apenas 57 % ao utilizar o método alcalino-alcodlico simultaneo, bem inferior ao valor
encontrado no atual trabalho (76 %).

Dois outros autores utilizaram métodos diferentes aos aqui empregados, e 0s seus
rendimentos de extragao foram inferiores. Assim, SHUKLA et al. (2000) obtiveram uma
média de 50,6 % no rendimento de extracdo das proteinas do grdo de milho, utilizando
somente uma solucéo alcodlica a 70 %. LANDRY (1997) recuperou 63,4 % do total de
proteinas do grao de milho, empregando extracdo por fracionamento através do emprego
de solventes variados (NaCl a 0,5 mol/L, etanol a 60 %, 2-mercaptoetanol, tampao borato
a 0,0152 mol/L, pH 10 e sulfato dodecil de sédio a 0,5 %).

Para o teor de proteina no residuo ap0s a extracdo protéica, apenas um relato foi
encontrado na literatura (WANG & WANG, 2004). Neste caso, a matéria-prima utilizada foi
0 arroz, tendo sido empregado o método alcalino e o resultado foi de 0,12 %, inferior ao
valor de 1,79 % obtido para 0 mesmo método aqui empregado.

3 EFICIENCIA DA EXTRAGCAO ENZIMATICA DAS PROTEINAS

Na Tabela 1.4 s&do apresentados os resultados do rendimento da extracéo

enzimatica das proteinas do fuba de milho encontrados no presente trabalho. Como pode-
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se observar, os melhores resultados foram obtidos a 55 °C, com 5 h (EPF 2), 15 h (EPF 3)
e 24 h de extracao (EPF 4), tendo atingido o valor médio de 85,3 %. Por outro lado, para a
amostra EPF 1, obteve-se o menor rendimento de extragdo (71,5 %).

A extracdo incompleta das proteinas, provavelmente se deve a interferéncia da
matriz, devido as interagcdes com outros constituintes da amostra, tais como lipides e
carboidratos (FISCHER et al., 2001). No caso de isolados protéicos do arroz, o amido é o
maior contaminante e a sua elevada solubilidade na agua parece ser responsavel pelo
baixo rendimento protéico (AGBOOLA et al., 2005).

Tabela 1.4 — Teor de proteinas no residuo e rendimento da extragcdo enzimatica das
proteinas do fuba de milho

Amostras e parametros Teor de proteinas Rendimento de
da extracéao no residuo (%) Extracao (%)
EPF 1 (55 °C, 1 h) 2,32 71,5¢

EPF 2 (55 °C, 5 h) 1,4 ¢ 83,82

EPF 3 (55 °C, 15 h) 1,3¢ 85,42

EPF 4 (55 °C, 24 h) 1,2 ¢ 86,8 2

EPF 5 (60 °C, 1 h) 1,8° 75,5°¢

EPF 6 (60 °C, 5 h) 1,7°¢ 81,2°

EPF = Extrato protéico do fuba de milho. Os resultados representam médias de triplicatas. Médias indicadas
por letras iguais ndo diferem entre si a 5% de significAncia quanto ao rendimento da extracdo, em matéria
seca.

N&o foram encontrados na literatura relatos referentes a extragcdo enzimatica das
proteinas do milho ou de seus derivados. Assim, considerando que alguns autores
empregaram este método para a extragdo protéica de outros alimentos, os dados aqui
obtidos foram comparados com os destes autores. Dessa forma, considerando a média
dos trés melhores resultados (85,3 %), verifica-se que este valor aproxima-se dos
encontrados por FISCHER et al. (2001), que obtiveram um rendimento de 89-94 % das
proteinas da farinha de soja, utilizando uma combinacdo de proteases (Alcalase e
Flavourzima). EUBER et al. (1991), utilizando a pancreatina como enzima no processo de
extracdo de proteinas do arroz, obtiveram 75 % de rendimento para as melhores
condicles testadas, valor este semelhante a amostra EPF 5 no presente trabalho. TANG

et al. (2002) alcancaram rendimentos de extracdo de 56,2 a 66,6 %, utlizando
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processamentos fisicos (ultra-som, ultra-turrax, alta pressao) e enzimaticos na extracao
da proteina do farelo de arroz. Estes resultados sdo inferiores aos obtidos neste trabalho.

Com relacéo ao teor de proteinas do residuo, observa-se na Tabela I.4 que variou
de 1,2 % a 2,3 %, sendo menos elevado para extracdes efetuadas a 55 °C, por 5 h
(EPF 2), 15 h (EPF 3) e 24 h (EPF 4), para as quais ndo foram observadas diferencas
significativas. WANG & WANG (2004), utilizando uma protease neutra (Bacillus subtilis)
para a obtencdo do amido de arroz por meio da extracdo enzimatica das proteinas,
obtiveram resultados inferiores, tendo o teor protéico nos residuos variado de 0,53 a
0,88 %.

Em trabalho semelhante aos destes autores, AGBOOLA et al. (2005), encontraram
apenas 0,15% de proteinas no residuo do arroz, o que corresponde a um melhor
resultado do que o de WANG & WANG (2004) e o do atual estudo. Por outro lado,
FISCHER et al. (2001) relataram um teor elevado de proteina (15-20 %) no residuo obtido

da extracao enzimatica da farinha de soja.

3.1 Efeito da temperatura

Para comparar o efeito da temperatura no rendimento da extracdo das proteinas,
deve-se comparar EPF 1 com EPF 5 (55 °C e 60 °C) e EPF 2 com EPF 6 (55 °C e 60 °C).
Pode-se observar na Figura I.1, que a temperatura afetou o rendimento da extracdo, uma
vez que houve diferenca significativa entre os resultados. O efeito desejavel associando a
diminuicdo da temperatura com o aumento do rendimento, relacionado a redugcdo de
custos do processo, foi observado no caso de se utilizar o tempo de 5 h de extragéo (EPF
6 com EPF 2). O fato do rendimento de extracdo ter sido inferior a 60 °C pode estar
relacionado a proximidade da temperatura de gelatinizacdo do amido de fuba de milho,
gue esta na faixa de 62 — 72 °C (BOBBIO & BOBBIO, 1992). Neste processo, parte das
proteinas ligadas as moléculas de amido, poderia estar inacessivel a acdo da enzima.
Quando se utilizou 1 h de extracao, este efeito ndo foi observado (EPF 1, 55 °C com EPF
5, 60 °C), o que poderia estar associado a ocorréncia de menor gelatinizacdo do amido
devido ao tempo de reacao ter sido insuficiente para que este processo ocorra.

Tal como o observado no atual estudo, para 5 h de reacdo, EUBER et al. (1991)
empregando a pancreatina para a extracdo das proteinas do arroz, obtiveram um

aumento do rendimento com a queda de temperatura de 60 °C para 55 °C,.
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Figura I.1 - Efeito da temperatura no rendimento da extracdo enzimatica.

3.2 Efeito do tempo

Para avaliar o efeito do tempo no rendimento de extracdo das proteinas
(Figura 1.2), sdo comparados entre si EPF (1 h), EPF 2 (5 h), EPF 3 (15 h) e EPF 4 (24 h).
Assim, ao se passar de 1 h (EPF 1) para 5 h (EPF 2) houve um aumento significativo no
rendimento de extracdo. Este resultado esta de acordo com o esperado teoricamente, ou
seja, 0 aumento no tempo de acdo da enzima € importante para se elevar o rendimento
de extracdo, pois produz uma hidrolise mais acentuada da molécula protéica, com a
formacao de peptideos de cadeias mais curtas que sdo mais soluveis (FISCHER et al.,
2001). Por outro lado, passando-se de 5 h (EPF 2) para 15 h (EPF 3), assim como de
15 h (EPF 3) para 24 h (EPF 4) ndo foram observadas diferencas significativas nos
valores encontrados.

Estes resultados indicam, ainda, que considerando os riscos de contaminacao e os
custos para a aplicacdo do processo em larga escala, a condicdo mais vantajosa €
representada pela extracéo por 5 h a 55 °C (EPF 2).

EUBER et al. (1991), empregando a pancreatina para a extragcao protéica do arroz,
observaram que a diminuicdo do tempo de 5 h para 1 h teve o mesmo efeito negativo do
presente trabalho, tendo reduzido o rendimento de extracéo de 76,5 % para 69,1 %.

Com o interesse em obter o amido do arroz, WANG & WANG (2004), empregaram

uma protease neutra do Bacillus subtilis para a extracdo das proteinas tendo relatado que
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a reducédo do tempo de hidrélise de 5 h para 1 h levou, desvantajosamente, a um aumento
do teor protéico do residuo (0,55 % para 0,88 %). Este resultado esta de acordo com o
presente trabalho a 55 °C (EPF 2 e EPF 1), uma vez que ao passar de 5 h para 1 h

obteve-se uma elevacgao do teor protéico do residuo.
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Figura 1.2 - Efeito do tempo no rendimento da extracdo enzimatica.

4 EXTRACAO QUIMICA X EXTRACAO ENZIMATICA

Comparando entre si, os melhores resultados obtidos por estes dois métodos de
extracdo, observa-se, primeiramente, que 0 enzimatico apresentou rendimento inferior
(83,5 %) ao alcalino-alcodlico sequiencial (88,2 %). Entretanto, o emprego de enzimas, ao
invés de solventes, reduz demasiadamente 0s riscos para a saude, uma vez que, o pH
fortemente alcalino podem alterar as propriedades nutricionais e funcionais das proteinas,
aumentar as chances de racemizacdo dos aminoacidos, provocar a destruicdo dos
aminoacidos e a formacado de novos compostos (SGARBIERI, 1996). Outra vantagem do
método enzimatico relaciona-se a uma maior digestibilidade protéica, uma vez que a
hidrolise da origem a oligopeptideos que sao absorvidos mais rapida e completamente
gue as proteinas intactas (GRIMBLE et al., 1986; ZIEGLER et al., 1990; EUBER et al.,
1991; SHIMAMURA et al., 1999). Ressalta-se ainda, que ao contrario da extracao
guimica, no método enzimatico ndo houve necessidade de se fazer a neutralizacdo do

residuo e do sobrenadante, uma vez que o pH final da extracdo situava-se em torno
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de 7,0. Isto se deve a hidrolise enzimética de proteinas, na qual ocorre a quebra das
ligacbes peptidicas e, consequentemente a liberacdo de grupamentos terminais dos
peptideos. Em solucbes aquosas, estes grupos se encontram na forma ionizavel
(COO" + H"), e os protons livres, neutralizam a alcalinidade do meio (LEHNINGER et al.,
1995; GUADIX et al., 2000).

CONCLUSAO

O método alcalino-alcodlico sequencial foi o mais eficiente, dentre os métodos
guimicos testados para extracdo das proteinas do fuba de milho, tendo alcancado 88,2%
de rendimento. No método enzimatico, para alguns casos (1 h para 5 h) o tempo e a
temperatura empregados influenciaram no rendimento da extragdo protéica do fuba de
milho, sendo que a condicdo de 5 h a 55 °C foi a mais vantajosa do ponto de vista

econdmico, tendo atingido um rendimento de 83,8 %.
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Capitulo Il

ACAO DA COROLASE PP E USO DO CARVAO ATIVADO NA
OBTENCAO DE HIDROLISADOS PROTEICOS DE FUBA DE
MILHO COM BAIXO TEOR DE FENILALANINA

RESUMO

Visando o desenvolvimento de formulacdes dietéticas com baixo teor de fenilalanina
(Phe), foram preparados dez hidrolisados enzimaticos a base de fuba de milho, obtidos
pela acdo da corolase PP. O carvao ativado (CA) foi empregado como meio adsorvente
para remover a Phe, utilizando o processo de passagem em coluna e trés procedimentos
distintos foram testados. A eficiéncia da remocgéo foi avaliada por espectrofotometria
derivada segunda, determinando-se o teor de Phe livre no fuba de milho, assim como nos
hidrolisados apds tratamento com CA. O carvao ativado mostrou-se eficaz na remocéao de
Phe, tendo o percentual de remocéao variado de 68,63 a 97,55 %, e o teor final de Phe de
18,80 a 240,75 mg Phe/100g de hidrolisado. Para os diversos parametros estudados,
observaram-se efeitos variados sobre a remocdo de Phe, sendo que os melhores
resultados foram encontrados para a concentracdo do extrato protéico de 1 g/100 mL;
relacdo enzima: substrato de 2 %; relacdo proteina: carvao de 1:88,5; o emprego de um

tipo de carvao ativado (tipo A) e na auséncia de liofilizacao.

Palavras-chave: hidrolisados protéicos, fuba de milho, carvdo ativado, remocdo de

fenilalanina, corolase PP.



51

INTRODUCAO

Hidrolisados protéicos sdo produtos destinados, primeiramente, para uso
nutricional de individuos que apresentam necessidades nutricionais e/ou fisiolégicas nao
cobertas pela alimentagcéo convencional. Nos anos 70 iniciou-se no Japao investigacbes
sobre a possibilidade de producéo de hidrolisados protéicos com baixo teor de fenilalanina
(MIRA & MARQUEZ, 2000). O processo enzimatico € o mais indicado para a producéo de
tais hidrolisados, pois preserva as propriedades organolépticas e ndo promove aumento
na osmolaridade do meio (MIRA & MARQUEZ, 2000; SANTOS et al., 2003).

Diversos autores estudaram a producéo desses hidrolisados em escala laboratorial,
alguns em escala piloto, que consistem de duas etapas: 1) liberacdo da fenilalanina pela
hidrolise enzimética e 2) remocao da fenilalanina liberada por técnicas e procedimentos
diferenciados (ARAI et al., 1986; ADACHI et al., 1991; LOPEZ-BAJONERO et al., 1991,
MOSZCZYNSKI & IDIZIAK, 1993).

As proteases sao as enzimas empregadas no preparo desses hidrolisados. Dentre
estas, encontra-se a corolase PP, um complexo enzimético proteolitico obtido do
pancreas suino, que além de possuir atividade de endo-proteinase, apresenta também
amino- e carboxipeptidases. A corolase PP apresenta melhor atividade em pH neutro ou
levemente alcalino, e temperatura étima entre 40 e 50 °C (AB ENZYMES, 2001).

A fenilcetonuria (PKU) é o resultado de um erro inato do metabolismo, de heranca
autossomica recessiva. Caracteriza-se por uma deficiéncia da conversao da fenilalanina
(Phe) em tirosina (Tyr), que produz altera¢cdes do sistema nervoso levando a retardo
mental irreversivel (LOPEZ-BAJONERO et al., 1991; OUTINEN et al., 1996; TRAHMS,
1998; PIETZ et al., 1999; SHIMAMURA et al., 1999; SIRTORI et al., 2005).

O tratamento da fenilcetondria consiste em dieta alimentar restrita em proteinas,
utilizando férmulas especiais ou com baixos teores de fenilalanina. No Brasil, os produtos
disponiveis sdo importados, de alto custo e constituidos apenas de aminoacidos livres
(ACOSTA & YANNICELLI, 1997). Dos alimentos permitidos na alimentacdo dos
fenilcetonuricos, os cereais se enquadram na lista de alimentos que devem ser
controlados (SOARES et al., 2004).

O milho possui vérias utilizacdes, podendo ser destinado ao consumo humano, a
racao para criacoes de animais, sendo esta a sua principal utilizacdo, e formando a base
de importantes produtos industrializados. O consumo per capita de milho no Brasil foi de

21,0 kg/habitante no ano de 2002, fornecendo cerca de 180 calorias/ dia e 4,0 g proteina/
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dia por habitante (FAO, 2006). Neste sentido, levando-se em conta a posi¢cao que ocupa o
milho na dieta do brasileiro, seria de grande interesse utiliza-lo como matéria-prima para o
desenvolvimento de novos produtos para o tratamento de fenilcetonuricos.

Véarios métodos tém sido utilizados para a remocéao de fenilalanina, como adsorcao
em carvao ativado ou resinas de adsorcdo, cromatografia de troca ibnica, peneira
molecular ou filtracdo em gel, além de desaminagdo deste aminoacido pela enzima
fenilalanina amoénia liase. A escolha do método deve considerar a praticidade, a
reprodutibilidade e a relacdo custo/eficiéncia de cada tratamento (ARAI et al., 1986;
ADACHI et al., 1991; LOPEZ-BAJONERO et al., 1991; MOSZCZYNSKI & IDIZIAK, 1993;
OUTINEN et al., 1996).

O carvao ativado vem sendo utilizado por véarios autores para a remocgdo de
fenilalanina de hidrolisados protéicos. Assim, hidrolisados de soro de leite foram obtidos
por KITAGAWA et al. (1987), utilizando actinase, e posteriormente passados em coluna
de carvao ativado, resultando em 97% de remocdo da Phe. LOPEZ-BAJONERO et al.
(1991) utilizaram este mesmo meio adsorvente, removendo 92% da Phe de hidrolisados
de caseina e leite em p6 desnatado, obtidos pela acdo de uma protease microbiana
associada a papaina. Cerca de 90% da Phe foi removida por MOSZCZYNSKI & IDIZIAK
(1993) de hidrolisados de caseina, apés tratamento com carvao ativado. Para se obter
estes hidrolisados, foi utilizada uma associacdo das enzimas quimotripsina,
carboxipeptidase A e leucina aminopeptidase. No mesmo laboratério onde foi
desenvolvido o presente trabalho, o carvao ativado foi utilizado com eficiéncia para a
remocao de Phe de hidrolisados de leite em p6 desnatado (SOARES et al. 2004; LOPES
et al., 2005a,b), de soro de leite em p6 (DE MARCO et al., 2004; SILVA et al., 2006;
DELVIVO et al., 2004, 2005) e arroz (BIZZOTTO, et al, 2006a,b), utilizando diferentes
enzimas e condicdes hidroliticas.

Este trabalho teve como objetivo otimizar a remocdo de Phe dos hidrolisados
protéicos de fuba de milho, obtidos pela acdo da corolase PP, empregando-se o carvao

ativado como meio adsorvente.
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MATERIAL E METODOS

MATERIAL

Os aminoacidos L-fenilalanina, L-tirosina e L-triptofano foram adquiridos da Sigma-
Aldrich (St. Louis, MO, USA). A corolase PP (complexo protéico obtido do pancreas suino)
foi gentilmente cedida pela AB Enzimas Brasil Comercial Ltda (Barueri, Sdo Paulo). A
enzima Protemax 580 L (protease de Bacillus liccheniformis) foi cedida pela Prozyn (Sao
Paulo, Brasil). O carvao ativado (granulado n° 119, 20 x 50 mesh, 12 x 25 mesh, 6 x 12
mesh série Tyler; ) foi adquirido da Carbomafra S.A. (Curitiba, PR). O fuba de milho foi

adquirido no comércio de Belo Horizonte - MG.

METODOS

1 EXTRACAO DAS PROTEINAS

Para a extracdo das proteinas do fuba de milho foi utilizado o método enzimatico,
(capitulo 1), cujo rendimento foi de 84 %. A amostra de fuba de milho foi, inicialmente,
passada em tamis de 50 mesh. Em seguida, foi suspensa em agua na proporcdo de
1:5 (p/v) e agitada no ultraturrax (IKA Labortechnix, T25 basic, Wilmington, EUA) a
19.000 rpm por 5 min. Apés ajuste do pH para 9,5, com solucdo de NaOH a 3 mol/L,
levou-se ao banho de 6leo a 55 °C, com agitacdo continua. A Protemax 580 L foi
adicionada na relacdo E:S de 1:10 e a reagao foi realizada por 5 h. Em seguida,
centrifugou-se a 1700 x g por 15 min, a 25 °C. Separou-se o sobrenadante e o residuo foi
lavado duas vezes com agua destilada, tendo sido centrifugado nas mesmas condicdes
citadas acima, apds cada lavagem. Os sobrenadantes foram reunidos e submetidos as
determinacdes dos teores de proteina e sélidos totais (AOAC, 1995), sendo reservados

para o preparo dos hidrolisados.
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2 PREPARO DOS HIDROLISADOS

Foram preparados 10 (Tabela 11.1) hidrolisados enzimaticos, utlizando-se a
corolase PP, e trés procedimentos distintos, com o intuito de avaliar a influéncia da
concentracdo do extrato protéico, da relacdo enzima: substrato (E:S), do emprego da
liofilizag&o, da relagéo proteina: carvdo e do modo de emprego do carvéao ativado.

No caso dos hidrolisados H1 a H6, os extratos protéicos (EPF) foram, inicialmente,
liofilizados (Liofilizador Freezone, modelo 77500, Labconco, Kansas City, MI, USA). Em
seguida, foram preparadas solu¢des com concentracdes de 1, 2 e 3 g/100 mL. Adicionou-
se, entdo, benzoato de sadio (0,1 % p/v) e ajustou-se o pH para 9,0 com NaOH a 3 mol/L,
gue manteve-se inalterado até o final da reacdo. As soluc¢des foram levadas ao banho-
maria a 25 ‘C, e adicionou-se a enzima em quantidade suficiente para se obter a relacéo
enzima:substrato (E:S) desejada (Tabela II.1). Apds 5 h, a reacéo foi interrompida pelo
abaixamento do pH para 3,0 com a adicdo de &cido fosforico. Posteriormente, 0s
hidrolisados foram liofilizados.

Para o preparo dos hidrolisados H7 e H8, seguiu-se o0 mesmo procedimento acima,
exceto que tanto os extratos protéicos quanto os hidrolisados ndo foram submetidos a
liofilizacdo. Neste caso, a enzima foi adicionada diretamente em um volume previamente
medido do extrato protéico. Os demais parametros estao citados na Tabela Il.1.

Quanto ao preparo dos hidrolisados H9 e H10, foram utilizados os extratos
protéicos na forma liquida e os hidrolisados obtidos ndo foram liofilizados, tal como
ocorreu para as amostras H7 e H8. Entretanto, as condi¢cdes de reacao foram diferentes.
Assim, para a hidrélise dos extratos, utilizou-se um banho de 6éleo, a 50 °C, com agitagdo
continua. Alem disso, o pH néo foi ajustado, tendo permanecido em torno de 7,0 (pH do
extrato protéico). Outro parametro que variou neste processo refere-se a interrupcédo da
reacao hidrolitica que foi feita pelo aguecimento a 85 °C por 20 min. Os demais

parametros estao citados na Tabela Il.1.
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Tabela 1.1 - Parametros empregados no preparo dos hidrolisados de proteinas
obtidas do fuba de milho pela acdo da corolase PP

Concentracéao Interrupcédo da
Hidrolisado de EPF pH Tempoeratura E:S reacao hidrolitica Liofilizacao
(g/100 ml)* )
H1 1 9,0 25 1:100 queda do pH Sim
H2 1 9,0 25 2:100 queda do pH Sim
H3 2 9,0 25 1:100 queda do pH Sim
H4 2 9,0 25 2:100 queda do pH Sim
H5 3 9,0 25 1:100 queda do pH Sim
H6 3 9,0 25 2:100 queda do pH Sim
H7 - 9,0 25 2:100 queda do pH Nao
H8 - 9,0 25 4:100 queda do pH N&ao
H9 - 7,0 50 2:100 acao do calor N&o
H10 - 7,0 50 4:100 acao do calor Nao

E:S = relacdo enzima:substrato; Liofilizacdo = dos extratos protéicos e dos hidrolisados. EPF = Extrato
Protéico de Fuba de Milho; * teor de proteinas dos extratos protéicos: 28 %, em matéria seca.

3 REMOCAO DE FENILALANINA DOS HIDROLISADOS PROTEICOS

A Phe foi removida dos hidrolisados protéicos de fuba de milho pela utilizacdo do
carvao ativado (CA), como meio adsorvente. Foi utilizado o procedimento de passagem
por coluna, descrito por SOARES et al. (2004). O carvao foi hidratado com agua
purificada por 10 min e, em seguida, colocado em seringa descartavel de 10 mL contendo
filtro de nylon com Ia de vidro. Para os hidrolisados de H1 a H6, passou-se pela seringa
sob pressao (compressor Diapump, Fanem, mod. 089-A, série BE11778, Sao Paulo, SP),
uma solucédo a 0,8 g/100mL, tendo sido recolhido o eluato. No caso das amostras H7 a
H10, seguiu-se 0 mesmo procedimento, empregando-se um volume equivalente a esta

mesma concentragéo.

4 EFEITO DE ALGUNS PARAMETROS SOBRE A REMOCAO DE FENILALANINA

O efeito da concentragéo do EPF foi testado para os valores de 1, 2 e 3 g/100 mL
(Tabela II.1). Para o estudo da influéncia da relacdo E:S foram testados os valores de

1,2 e 4 % (Tabela Il.1). Como pode ser visto na Tabela Il.1, o efeito da liofilizacéo foi
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igualmente avaliado. O efeito da relacdo proteina:carvdo sobre a remocdo de Phe, foi
testado nas seguintes proporcdes 1:8, 1:16 e 1:88,5 para os hidrolisados H7 a H10.
Finalmente, estudou-se o efeito do modo de emprego de carvao sobre a remocéao de Phe,
nestas mesmas amostras, utilizando quantidades iguais de trés granulometrias diferentes
(Tipo A, n° 119, 20 x 50 mesh; Tipo B, 12 x 25 mesh; Tipo C, 6 x 12 mesh) huma mesma
coluna, para a relacdo 1:88,5. O modo de emprego refere-se ao uso do carvao tipo A
isoladamente ou em associacdo com os tipos B e C. Na montagem da coluna contendo
mais de um tipo de carvéo, foi colocado por cima o carvéo tipo C, seguido do carvao tipo
B e, na parte inferior o carvao tipo A.

5 AVALIACAO DA EFICIENCIA DE REMOCAO DE FENILALANINA

A avaliacdo da eficiéncia de remocdo de Phe, pelo carvao ativado, foi realizada
pela medida do teor de Phe livre, no fuba de milho, no EPF e seus hidrolisados, apoés
tratamento com CA, empregando-se a Espectrofotometria Derivada Segunda (LOPES et
al., 2005a,b). As amostras foram submetidas a hidrolise acida (HCI a 5,7 mol/L,
110 °C, 24 h) e, ap0s ajuste do pH para 6,0, com solucdo de fosfato de sodio bibasico,
foram submetidas as leituras de absorvancia na faixa de 250 a 280 nm. Foram tracados
0os espectros de derivada segunda (Espectrofotometro CECIL modelo CE2041, Buck
Scientific, Inglaterra) e a area do terceiro pico negativo foi usada para calcular a
guantidade de Phe presente nas amostras, empregando-se a curva padrdo. O software
GRAMS-UV (Galactic Industries Corporation, Salem, NH, EUA) foi utilizado para tracar os
espectros da derivada segunda.

Para a curva padréo, solucdes estoques de Phe (6,05 x 10 mol/L), Tyr (5,52 x 10
mol/L) e Trp (4,90 x 10 mol/L) foram preparadas em tampao fosfato de sédio 0,01 mol/L
(pH 6,0), em seguida, 10 mL de cada uma destas solu¢des foram misturadas e diluidas,
sucessivamente, com a concentracdo de Phe variando de 0,067 a 2,018 x 10™ mol/L.

A eficiéncia da remocéao de Phe foi calculada de acordo com a equacéo (1):

teor de Phe inicial — teor de Phe final x 100 (1)

% Remoc&o de Phe = inici
o Remocao de Phe teor de Phe inicial



57

Na qual,
Teor de Phe inicial = teor de Phe no extrato protéico do fuba de milho

Teor de Phe final = teor de Phe no hidrolisado, ap6s tratamento com carvao ativado

6 ANALISE ESTATISTICA

Todos os experimentos foram feitos em 3 repeticbes e as analises realizadas em
triplicata. Utilizou-se a Analise de Variancia (ANOVA fator Unico) e o Teste de Duncan a
5 % de probabilidade, para comparar o teor final de Phe nos extratos protéicos e nos
hidrolisados, apos tratamento com carvao ativado. Para a avaliagdo do efeito de alguns
paradmetros sobre a remogé&o de Phe, foi adotado um delineamento fatorial 3 x 4, sendo a
médias comparadas pelo Teste de Duncan a 5 % de probabilidade. As curvas padrao
foram obtidas por analise de regressédo (PIMENTEL-GOMES, 2000).

RESULTADOS E DISCUSSAO

1 EFICIENCIA DA REMOGCAO DE FENILALANINA

Os resultados obtidos para a remocao de Phe dos diferentes hidrolisados protéicos
do fub& de milho, estdo apresentados na Tabela Il.2. 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 adequacéao
das prescrices dietéticas de substitutos protéicos destinados a fenilcetonuricos, além de
atender a regulamentacdo técnica que normatiza a rotulagem nutricional de alimentos
(ANVISA, 2003). Os teores de Phe no fuba de milho e no extrato protéico foram de
167,0 mg Phe/100 g e 768,25 mg Phe/100 g do produto, respectivamente.
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Tabela Il. 2 — Percentual de remocdao e teor final de Phe dos hidrolisados protéicos
de fuba de milho, obtidos pela acdo da corolase PP

Teor final de Phe

Hidrolisados Remocéao de Phe (%)
(mg Phe/100g de Hidrolisado)

H1 97,312 20,64 "
H2 97,552 18,80 '
H3 68,72 240,322
H4 82,52 134,30
H5 86,68 " 102,32 ¢
H6 79,01 ° 161,25 °
H7 81,90 % 139,05 **
H8 85,39 ™° 112,23 %
H9 83,96 ™ 123,19 o
H10 68,63 240,752

Os resultados representam médias de triplicatas. Médias indicadas por letras iguais ndo diferem entre si a
5% de probabilidade pelo teste de Duncan.

Como pode ser observado, o0 uso do carvao ativado mostrou-se eficaz na remogao
de Phe dos hidrolisados protéicos do fuba de milho obtidos pela acdo da corolase PP,
tendo o percentual de remocéo variado de 68,63 a 97,55 %, e o teor final de Phe de 18,80
a 240,75 mg Phe/100 g de hidrolisado. Estes seriam os teores de Phe numa formulacao
dietética contendo apenas hidrolisados protéicos do fub& de milho. Neste caso, somente
os hidrolisados H1, H2 e H5 poderiam ser utilizados, pois 0s seus teores de Phe estariam
dentro do limite permitido pela legislacdo brasileira, que é de 0,1 g de Phe por 100 g de
produto (BRASIL, 2002).

Porém, se o interesse for o de utilizar o fuba de milho com baixo teor de Phe, no
preparo de dietas para fenilcetonaricos, haveria necessidade de reincorporar ao residuo
da extracdo protéica, previamente separado, as proteinas hidrolisadas e submetidas a
remocédo de Phe, de maneira a se obter 6,13 % de proteinas (teor de proteinas do fuba de
milho). Levando-se em conta que a média do teor de proteina do residuo foi de
1,55 g/100 g, seria necesséria a adicdo de 4,58 g de proteina para recuperar o teor
original do fuba. Neste caso, a quantidade utilizada dos hidrolisados estaria por volta de
16,23 g (28,2 % de proteina), o que corresponderia a teores finais de Phe variando de
38,42 a 74,47 mg por 100 g de produto. Desta maneira, todos os hidrolisados protéicos
poderiam constituir a base protéica da dieta.
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Considerando que os suplementos nutricionais, de uma maneira geral, contém
15 % de proteina (dieta hipercaldrica com 1,5 kcal/ mL e elevado teor protéico), que
poderiam ser fornecidas pelos hidrolisados protéicos de fubd de milho, o teor de Phe
cairia para 10,0 a 128,1 mg/ 100 g de produto. Neste caso, os hidrolisados H1, H2, H4 a
H9 poderiam representar a base protéica destes suplementos nutricionais, uma vez que
seus teores de Phe estariam dentro do limite fixado pela legislagao Brasileira.

Deve-se ressaltar que a presenca de uma certa quantidade de Phe no produto final
para fenilcetonuricos € desejavel do ponto de vista nutricional uma vez que, por ser um
aminoacido essencial, a Phe é fundamental para o crescimento normal de criancas. Além
disso, as condi¢cdes operacionais necessarias para atingir cerca de 100% de remocéo de
Phe, aumentariam demasiadamente os custos do processo (LOPES et al., 2005b;
SOARES et al., 2006).

As amostras que apresentaram menor teor de Phe foram H1 e H2. Entretanto, o
preparo destes hidrolisados envolve duas etapas de secagem, que prolongam e
encarecem o processo. Além disso, o uso de banho-maria sem agitacdo, apesar de
possibilitar o emprego de temperatura de apenas 25 °C, implica em um menor controle da
reacao e, consequentemente, baixa repetibilidade dos resultados.

Dentre os hidrolisados para os quais ndo se empregou a liofilizacdo (H7, H8, H9 e
H10), os melhores foram H8 e H9, que apresentaram menores teores finais de Phe do
gue H7 e H10. Ressalta-se, ainda, que o H9 apresenta algumas vantagens sobre o H8,
uma vez que, no seu preparo, ndo houve necessidade do ajuste do pH e empregou-se
uma relacdo E:S inferior. Apesar de que no preparo de H9 utilizar temperatura mais
elevada (50 °C) do que no H8 (25 °C), o fato da hidrolise ser conduzida sob agitacéo
continua, propicia maior repetibilidade do processo.

Em estudos realizados anteriormente no mesmo laboratério, foram obtidos
resultados semelhantes a maioria das amostras do presente trabalho, utilizando o carvéo
ativado para remover a Phe de hidrolisados enzimaticos de leite em p6 desnatado (93,6 a
99 %) (LOPES et al., 2005a,b; SOARES et al., 2004), de soro de leite em po6 (75 a 99 %)
(DE MARCO et al., 2004; SILVA t al., 2006 ; DELVIVO et al., 2004, 2005) e de arroz (85 a
100 %) (BIZZOTTO et al., 2006a,b).

Outros autores também relataram niveis de remoc¢édo de Phe préximos aos obtidos
no presente trabalho para alguns produtos. Assim, KITAGAWA et al. (1987), empregaram
a actinase para hidrolise das proteinas do soro do leite, e apos tratamento com carvao
ativado, conseguiram remover 97 % de Phe. LOPEZ-BAJONERO et al. (1991) removeram
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92 % de Phe de hidrolisados protéicos de leite em p6 desnatado e caseinato de sddio
obtidos pela acdo de uma protease do Aspergillus oryzae e da papaina, tratados com
carvdo ativado. Empregando um sistema de trés enzimas (quimotripsina,
carboxipeptidase A e leucina aminopeptidase), MOSZCZYNSKI & IDIZIAK (1993)
removeram, através do carvdo ativado, 90 % de Phe de hidrolisados de caseina.
Entretanto, COGAN et al. (1981) alcangaram uma remoc¢éao de Phe de apenas 36 %, em
hidrolisados de caseina preparados pela acdo da enzima Rhozima 62. As diferengas nos
resultados podem ter sido a varios fatores, tais como, a enzima proteolitica, a relacao
proteina: carvao (0,5 g de carvaol/g de proteina, contra 88,5 g de carvao/g de proteina

neste item do presente trabalho), e fonte protéica utilizada.

2 EFEITO DE ALGUNS PARAMETROS SOBRE A REMOCAO DE FENILALANINA

2.1 Efeito da concentracado de extrato protéico

Para a avaliacdo do efeito da concentracdo do extrato protéico (EPF), foram
comparados dois grupos de hidrolisados: H1, H3 e H5, ou H2, H4 e H6 (Figura Il.1). Nota-
se, no primeiro caso, que o aumento da concentracédo de EPF de 1 g para 2 g/100 mL (H1
e H3) foi altamente prejudicial, uma vez que elevou o teor final de Phe em mais de dez
vezes. Aumentando-se ainda mais, a concentracdo de EPF de 2 g para 3 g/100 mL (H3 e
H5), produziu uma gueda significativa do teor de Phe, mas que continuou sendo muito
superior ao teor obtido com 1 g/100 mL.

No segundo caso, tanto o aumento de 1 g para 2 g/100 mL (H2 e H4) quanto o de
2 g para 3 g/100 mL (H4 e H6), foram prejudiciais, uma vez que contribuiram para elevar
o teor final de Phe, sendo o resultado mais desfavoravel obtido ao se passar de 1 g para
2 g/100 mL.

Em estudo anterior, realizado no mesmo laboratério, avaliou-se o efeito dos
mesmos valores de concentracdo do extrato protéico do arroz sobre a remocéao de Phe
(BIZZOTTO et al., 2006a,b). Observou-se que apenas 0 aumento de 2 g para 3 g/100 mL
foi prejudicial, uma vez que elevou o teor final de Phe, resultado este semelhante ao
obtido para o segundo caso avaliado no presente trabalho (H4 e H6).

O conjunto destes resultados demonstra que o efeito da concentracdo do extrato

protéico sobre a remocdo de Phe é mais complexo do que o esperado, e pode estar
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associado aos outros parametros empregados no processo. Desta forma, o aumento da
concentragdo protéica poderia levar a resultados tanto positivos quanto negativos. Assim,
se por um lado contribuiria para aumentar a probabilidade da enzima entrar em contato
com o substrato, levando a uma maior exposi¢cao e remoc¢ao da Phe; por outro, uma maior
guantidade de proteinas poderia provocar uma sobrecarga na coluna de carvao,

reduzindo, consequentemente, a remogéao de Phe.

(o]
g 3000 1%
2 b 0
S 250,0 - O 2%
E B 3%
2 2000 - c
> b
8 150,0 1
—
S c
£ 100,0 -
(]
T 500 a
p 1 a
©
5 00 b =
'_

H1 H3 H5 H2 H4 H6

Amostras

Figura Il.1: Efeito da concentracdo do extrato protéico sobre a remocédo de Phe dos

hidrolisados protéicos. EPF= Extrato protéico de fuba de milho. Médias indicadas por letras iguais,
para um mesmo grupo, nao diferem entre si a 5% de probabilidade. Teor final de Phe dos hidrolisados apés
passagem na coluna de carvao ativado.

2.2 Efeito darelagdo enzima:substrato

Visando manter constantes os demais parametros (pH, temperatura, interrupcao da
reacao hidrolitica), para se avaliar o efeito da relacéo E:S sobre a remocédo de Phe, foram
feitas as seguintes comparagdes: H1 com H2; H3 com H4; H5 com H6; H7 com H8 e H9
com H10 (Figura 11.2).



62

A ES 1:100
270,0 - a DTES2100
240,0 - — O ES4:100
210,0
180,0 - a

150,0 - b

120,0 -

90,0 -

60,0

30/, a a

Teor de Phe (mg/100 g de hidrolisado)

DN\

0,0

H1 H2 H3 H4 H5 H6 H7 H8 H9 H10

Amostras

Figura 1l.2: Efeito da relacdo E:S sobre a remocédo de Phe dos hidrolisados

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

Pode se observar na Figura 1.2, que o efeito desejavel associando a diminui¢cao da
relacdo E:S com a reducéo do teor final de Phe dos hidrolisados, foi obtido em dois casos:
de H6 para H5 (161,25 para 102,32 mg/100 g de hidrolisado) e de H10 para H9 (240,75
para 123,19 mg/100 g de hidrolisado). No caso de H2 para H1, a variacdo da E:S nao
teve efeito significativo sobre a remocédo de Phe (18,80 para 20,64 mg/100 g de
hidrolisado), enquanto que, para os outros dois casos (H4 para H3 e H8 para H7), a
reducao de E:S foi prejudicial, elevando o teor final de Phe (134,30 para 240,32 mg/100g
de hidrolisado e 112,23 para 139,05 mg/100 g de hidrolisado, respectivamente).

Resultados semelhantes a alguns citados acima foram obtidos, anteriormente, em
estudos realizados no mesmo laboratério. Assim, trabalhando com um outro cereal, o
arroz, e com a mesma enzima aqui utilizada (corolase PP), BIZZOTTO et al. (2006b)
mostraram que a reducédo da E:S de 2:100 para 1:100 nado afetou a remoc¢éo de Phe dos
hidrolisados protéicos (1,77 e 1,57 mg/100 g de hidrolisado). Por outro lado, ao empregar
a pancreatina, esta mesma alteracdo de E:S reduziu significativamente o teor final de Phe
(63,53 para 8,12 mg/100 g de hidrolisado).

Além dos cereais, outras fontes protéicas foram estudadas anteriormente no
mesmo laboratorio, tais como leite em pd desnatado e soro de leite em pd. Os valores
reportados nestes trabalhos foram bastante variados, sendo alguns semelhantes e outros
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distintos dos aqui obtidos (LOPES et al., 2005a; SOARES et al., 2004; DE MARCO et al.,
2004; SILVA et al., 2006).

O conjunto destes resultados com os atuais demonstram que apesar de se esperar,
teoricamente, que o aumento de E:S leve a um maior grau de hidrdlise e,
consequentemente, a uma maior exposicdo de Phe e a um menor teor final de Phe, na
pratica, esses resultados indicam que esse procedimento € mais complexo do que o
esperado e depende de outros fatores como tipo e concentracdo de enzima e substrato,
pH, tempo e temperatura da rea¢ao hidrolitica.

2.3 Efeito da liofilizagéo

O efeito da liofilizacdo pode ser avaliado comparando-se o H6 com H7 (Tabela
[1.1). Como pode ser observado na Figura I1.3, a etapa de liofilizacdo foi prejudicial para a
remocado de Phe, tendo elevado significativamente o seu teor final de 139,05 para
161,25 mg por 100 g de hidrolisado (H7 para H6).
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Figura 11.3: Efeito da liofilizacao sobre aremocéao de Phe dos hidrolisados protéicos.
Médias indicadas por letras iguais, para um mesmo grupo, nao diferem entre si a 5% de probabilidade.

Uma explicacdo para este resultado poderia estar associada ao fato de que foi
observado neste estudo que a liofilizacdo provocou uma reducdo da solubilidade dos

hidrolisados, o que poderia ter prejudicado a remocéo de Phe.
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Outra desvantagem da liofilizacdo esta associada a elevacao significativa dos
custos do processo, especialmente quando o interesse estiver voltado para a producao

em larga escala.

2.4 Efeito darelacdo proteina:carvao

A avaliacao do efeito da proteina:carvao sobre a remocao de Phe foi realizada com
os hidrolisados de H7 a H10, os quais nao foram submetidos ao tratamento de liofilizac&o.

Pode-se observar na Tabela 11.3 que a relacdo proteina: carvdo afetou de maneira
variada o teor final de Phe dos hidrolisados protéicos. Assim, a reducdo da relagdo
proteina: carvao (maior quantidade de carvao) de 1:8 para 1:16 e de 1:16 para 1:88,5 foi
benéfica para o hidrolisado H9, pois provocou uma queda no teor final de Phe. Para o
hidrolisado H10, este mesmo efeito foi observado ao passar de 1:16 para 1:88,5. Por
outro lado, no caso dos hidrolisados H7 e H8, a variagédo desta relagao néo afetou o teor
final de Phe, podendo ser utilizada a menor quantidade de carvao para produzir 0 mesmo
efeito. Isto seria benéfico do ponto de vista econdmico, uma vez que o carvao € uns dos
itens que mais pesam no custo final do produto. Acrescenta-se ainda, que os dados da
Tabela 11.3 indicam que a relagéao 1:88,5 levou ao menor teor de Phe em 3 (H7, H8 e H9)
das 4 amostras analisadas.

De todos os trabalhos encontrados na literatura, em apenas um (SOARES et al.,
2004), desenvolvido no mesmo laboratério do presente trabalho, foi avaliado o efeito da
relacdo proteina: carvao sobre a remogdo de Phe. Assim, observou-se que ao utilizar as
relagbes de 1:60, 1:90 e 1:118 em hidrolisados de leite em p6é ndo houve diferenca
significativa nos seus resultados, com uma média de remocao de Phe de 97 %. Estes

resultados assemelham-se aos obtidos nos hidrolisados H7 e H8 do presente trabalho.
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Tabela Il. 3 - Efeito da relacdo proteina:carvdo ativado sobre a remoc¢do de
fenilalanina

Relacao proteina:carvéao

Hidrolisado Teor final de Phe (mg/ 100 g de produto)
1:8 1:16 1:88,5
H7 137,91 % 116,54 % 139,05 %
H8 113,05 # 104,91 % 112,23 %
H9 352,42 * 289,08 ™ 123,19 ¥
H10 280,85 ¥ 280,09 240,75 ™

Os resultados representam médias de triplicatas. Médias com letras iguais (a,b,c) ndo diferem entre sia 5 %
de significancia pelo teste de Duncan, na comparagcdo da relagdo proteina: carvdo de um mesmo
hidrolisado (linha). Médias com letras iguais (x,y,z) ndo diferem entre si a 5 % de significancia na
comparacao de uma mesma relacao proteina: carvao para diferentes hidrolisados (coluna).

2.5 Efeito do modo de emprego do carvao ativado

Na Tabela 1.4 estdo apresentados o efeito do modo de emprego da CA. Observa-
se que o emprego do CA tipo A isoladamente produziu melhores resultados (menor teor
final de Phe) do que as associacdes com outros tipos B e C, para os hidrolisados H7 e
H9. No caso do H8 nao houve diferenca significativa no emprego do carvao tipo A
isoladamente ou em associacdo com 0s demais tipos. A associacao dos trés tipos de
carvao (A,B e C) mostrou ser mais eficiente (menor teor final de Phe) apenas para uma
das amostras analisadas (H10), para qual ndo houve diferenca significativa entre o uso
isolado do tipo A e sua associagao com o B.

Observa-se, ainda, na Tabela 1.4, que o emprego do carvao tipo A isoladamente
levou ao menor teor final de Phe em 3 (H7, H8 e H9) das 4 amostras analisadas.

Deve-se ressaltar que, apesar de 0 emprego de apenas um tipo de carvao ser
economicamente mais viavel, na pratica, o uso da associacdo dos 3 tipos de CA € a que
deve apresentar melhor performance, no caso de producéo em larga escala, uma vez que
reduziria a pressdo em uma coluna de grande porte. Nao foram encontrados na literatura

trabalhos que avaliaram esse efeito na remocéao de Phe.
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Tabela Il. 4 — Efeito do modo de emprego de CA sobre a remocao de fenilalanina

Tipo de carvéao ativado

Teor final de Phe (mg/ 100 g de produto)

Hidrolisado
Tipo A Tipos AeB Tipos A,BeC
(1:1) (1:1:1)
H7 139,05 ™ 212,56 ¥ 203,82 ¥
H8 112,23 % 107,56 ¥ 108,39 "
H9 123,19 ™2 217,02 230,63 *
H10 240,75 * 218,74 * 149,27 2

CA: Carvao Ativado; Relacao proteina: carvdo 1:88,5; Tipos de carvdo ativado = Tipo A: 20x 50 mesh, Tipo
B: 12 x 25 mesh, Tipo C: 6 x 12 mesh. Os resultados representam médias de triplicatas. Médias com letras
iguais ndo diferem entre si a 5 % de significancia pelo teste de Duncan, na comparacédo de diferentes tipos
de carvao ativado de um mesmo hidrolisado (linha). Médias com nimeros iguais (x,y,z,w) ndo diferem entre
si a 5 % de significAncia na comparacdo de um mesmo tipo de carvéo para diferentes hidrolisados (coluna).

CONCLUSAO

O carvédo ativado (CA) mostrou-se eficaz na remocédo de Phe de hidrolisados
enziméaticos de fuba de milho, empregando a corolase PP, tendo levado a teores finais de
Phe que variaram de 18,80 a 240,75 mg Phe/100 g de hidrolisado. Este processo
permitiria a utilizacdo de todos os 10 hidrolisados aqui preparados em dietas para
fenilcetonuricos, desde que fossem utilizados como fonte protéica na reconstituicdo do
fuba de milho. Foram observados efeitos variados sobre a remocédo de Phe ao se estudar
diversos parametros, tais como concentracdo do extrato protéico, relacdo E:S, emprego

da liofilizac&o, relacéo proteina: carvdo e modo de emprego do carvao ativado.
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CONCLUSAO E PERSPECTIVAS

Dentre os métodos testados para a extracdo das proteinas do fuba de milho, o
enzimatico mostrou-se mais vantajoso, tendo atingido um rendimento de cerca de 84 %.
Sugere-se a realizacdo de estudos que envolvam a utilizacdo deste método em escala
piloto, com o objetivo de se avaliar a viabilidade econémica de sua aplicacdo industrial.

Pesquisas, ainda, devem ser realizadas empregando-se outras enzimas
proteoliticas, de menor preco, para o preparo dos hidrolisados protéicos, assim como a
combinacdo de diferentes tipos de enzimas, associando processamentos fisicos e
enzimaticos, com o intuito de aumentar o rendimento de extracdo. Além disso, a utilizacao
de tecnologias como a ultra-filtracdo, podem, igualmente, ser empregadas para
concentrar o extrato protéico, melhorando seu perfil peptidico e obtendo uma fonte rica
em proteinas.

Sugere-se, também, a analise do perfil péptico dos hidrolisados obtidos dos
extratos protéicos empregando-se a cromatografia liquida de alta eficiéncia de excluséo
molecular para avaliar o grau de hidrélise das ligaces peptidicas, e assim, relacionar o
seu uso em pacientes com dificuldades digestivas.

Testes futuros, relacionados as propriedades funcionais destas proteinas isoladas,
tais como a propriedade espumante, emulsificante, também podem ser feitos, com o
objetivo de avaliar a interferéncia da extracao na sua funcionalidade.

O residuo obtido da extracéo protéica, com baixo teor de proteinas, também pode
ser utilizado para outros fins, como uma fonte alimentar de pacientes portadores de
patologias do figado, dos rins, etc.

O mesmo residuo pode ser submetido a avaliagdo da qualidade do amido, quanto
as suas caracteristicas reolégicas e propriedades funcionais, visando o seu emprego em
produtos de panificacéo.

O CA mostrou-se eficaz na remocéo de Phe de hidrolisados enzimaticos de fub& de
milho, empregando a corolase PP, tendo levado a teores finais de Phe que variaram de
18,80 a 240,75 mg Phe/100 g de hidrolisado. Contudo, outros aminoacidos aromaticos,
tais como tirosina (Tyr) e triptofano (Trp), também podem ser removidos pelo CA. Assim,
propde-se a realizagdo do aminograma desses hidrolisados, para verificar possiveis
perdas desses aminoacidos, assim como para avaliar, com mais detalhe, o valor

nutricional destas preparacoes.
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O uso de outras fontes protéicas, como matéria-prima (feijdo, soja, outros cereais)
para a obtencdo de hidrolisados, e a forma de apresentacdo destes substitutos protéicos,
tais como pastas, géis e até mesmo tabletes podem ser pesquisados, e desta forma
diversificar a oferta de alimentos para fenilcetonuricos.

O extrato protéico obtido pode ser largamente aplicado na indastria alimenticia,
como fonte protéica de suplementos nutricionais. Além disso, apds passar por processos
de remocédo de fenilalanina, o hidrolisado pode ser reincorporado ao residuo e tornando-
se um alimento com baixo teor de Phe destinados a pacientes fenilcetonuricos. Este fuba
de milho reconstituido com baixo teor de Phe, também, pode ser submetido ao
processamento de extrusdo e obtencdo de snacks, assim como a obtencdo de bebida
nutritiva a base de milho, podendo futuramente, serem disponibilizados no mercado.

O carvao ativado foi eficiente para a remocdo de Phe, mas a quantidade
necessaria para obter este beneficio foi muito elevada. Desta forma, seria de grande
importancia a realizacdo de um estudo sobre a recuperacao e reutilizacdo do CA.

Além disso, o emprego de outros meios adsorventes, como a Terra de diatomacea,

podem ser testados para remocao de Phe, visando a redugéo dos custos do processo.
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