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Visando o desenvolvimento de formulagfes dietéticas
especiais para fenilcetonuricos foram preparados cinco
hidrolisados enzimaticos de leite em p6 desnatado com
papaina (PA) e pepsina (PE), isoladamente ou em
associacéo com a protease do Aspergillus oryzae (AO).
O carvao ativado foi utilizado para remover a fenilalanina
(Phe) dos hidrolisados, sendo testados os tratamentos
em béquer e em coluna. O tratamento em coluna por
corrida direta em seringa de 20 mL, utilizando o carvao
hidratado na quantidade de 90 g/g de caseina, foi a
condicdo escolhida para a remocao de Phe dos
hidrolisados enzimaticos de leite em p6 desnatado. A
acao isolada da PA e da PE, e a associacao de PA com
AO resultaram nos maiores percentuais de remogéo
de Phe (97% a 98%). A espectrofotometria derivada
de segunda ordem permitiu avaliar a eficiéncia da
remocao de fenilalanina.
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1INTRODUCAO

A fenilcetondria (PKU), doenca genética de carater autossémico
recessivo, € causada por distirbio do metabolismo de fenilalanina (Phe)
em consequéncia da atividade ausente ou deficiente da enzima
hepatica, fenilalanina-hidroxilase, aumentando os niveis sangiineos
desse aminoacido. Em sua forma classica, a atividade enzimatica
encontra-se abaixo de 2%. S6 o tratamento precoce previne o grave e
irreversivel retardo mental, causado pelo acimulo de Phe no sangue.
A terapéutica, exclusivamente nutricional, consiste na restricdo severa
de alimentos protéicos e na utilizacéo de formulagfes isentas ou com
baixos teores de Phe para complementar o aporte protéico
recomendado (SCRIVER et al.,, 1997; STARLING et al., 1999;
WAPPENER et al., 1999; MIRA e MARQUEZ, 2000).

Para o tratamento de PKU ¢é indispensavel o uso de substitutos
protéicos sintéticos, originados de misturas de L-aminoacidos ou
hidrolisados protéicos (SCRIVER et al., 1997). Os produtos disponiveis
no mercado brasileiro sdo importados e de alto custo, consistindo
(normalmente) em formulagdes a base de aminoacidos livres. Portanto,
além de apresentarem elevada osmolaridade e sabor desagradavel,
exigem doses diarias muito fracionadas e aporte protéico 50% superior
para atingir a recomendacéo adequada (ACOSTA e YANNICELLI, 1997).
Os hidrolisados protéicos de alto valor bioldgico, com elevado teor de
di-e tri-peptidios sdo mais indicados, uma vez que propiciam melhor
utilizagdo das proteinas em relagéo as misturas de amino&cidos. Sédo
absorvidos mais rapidamente pelo organismo, apresentam menor
osmolaridade, melhor tolerancia e aceitagdo, além de serem
economicamente mais viaveis (COGAN et al., 1981; SILVESTRE et
al., 1994a; MIRA e MARQUEZ, 2000).

O preparo de formulacdes com baixos teores de Phe, utilizando
hidrolisados protéicos, baseia-se no principio da liberacdo desse
aminoacido pela hidrélise enzimatica de proteinas. Isso facilita sua
posterior adsorc¢do por filtracédo em gel, carvéo ativado ou resinas de
adsorcéo (LOPEZ-BAJONERO et al., 1991; OUTINEN et al., 1992;
SHIMAMURA et al., 1999).

Para a quantificagdo de Phe, alguns métodos tém sido citados na
literatura além do convencional por cromatografia de troca idnica,
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acoplado a analisador de amino&cidos. Dentre esses, encontra-se a
cromatografia a liqiido de alta eficiéncia (HPLC) em fase reversa,
trabalhando com gradiente, na qual séo utilizados diferentes tipos de
coluna, detector ultra-violeta (UV) ou de fluorescéncia e a derivacdo
pré-coluna com varios reagentes: o-fenilisotiocianato (BIDLINGMEYER,
COHEN e TARVIN, 1984), cloreto de dansila (BADOUD e PRATZ, 1984;
ZEZZAetal., 1992), feniltiocarbanil (FESTE, 1992; HOOGERHEIDE e
CAMPBELL, 1992), 4-cloro-7-nitrobenzenofurazona - NBD-CI
(CARISANO, 1985), cloridrato de dabsil (VENDRELL e AVILES, 1986)
e malonato de dietiletoximetileno (ALAIZ et al., 1992). A cromatografia
em fase delgada, desenvolvida por HEATHCOTE e HAWORTH (1969),
também pode ser utilizada para a analise quantitativa de aminoacidos
de hidrolisados protéicos, apos a separagdo com mistura de reagentes
(ninidrina-cadmio). Outro método, baseado na utilizagao de sensor
enzimatico de membrana (“enzyme membrane sensor”), foi descrito
por SHIMAMURA et al. (1999). Mais recentemente, CARREIRA et al.
(2002) utilizaram a cromatografia de interacéo hidrofilica (HILIC) para
analisar os aminoacidos essenciais de hidrolisados enziméticos de
caseina.

Vérios autores tém reportado a grande confiabilidade do uso da
espectrofotometria derivada de segunda ordem (EDS) entre 245 e
270 nm para quantificar residuos de Phe em proteinas, desde que
variaveis como o pH e a adi¢do de outras substancias sejam controladas
(BRANDTS e KAPLAN, 1973; O'HARVER, 1979; MATSUSHIMA,
INOUE e SHIBATA, 1975; ICHIKAWA e TERADA, 1977, 1979, 1981;
CAHILL e PADERA, 1980; GRANT e BHATTACHARYA, 1985; ROJAS
etal., 1998). Além disso, a EDS tem sido considerada técnica analitica
simples, rdpida e de custo relativamente baixo, tornando-se alternativa
vantajosa em relacéo a outros métodos quantitativos (RAGONE et al.,
1984).

Com relacao ao estudo de hidrolisados protéicos, a EDS foi utilizada
pela primeira vez por SILVESTRE, DAUPHIN e HAMON (1993) em
hidrolisados de caseina e para a analise das alteracdes observadas
na proteina (em torno dos residuos aromaticos) que normalmente
ocorrem ao se romper a estrutura nativa. A EDS revelou-se Util para
avaliar a pureza de hidrolisados comerciais, indicando a adicéo de
aminoacidos livres, de proteinas nativas ou mesmo de hidrolisados
com diferentes graus de hidrdlise.
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Além de estudar os espectros dos aminoacidos aromaticos em pH
7,0 e 13,0, BARBOSA et al. (2002) utilizaram a EDS para avaliar o
grau de exposicdo (GE) da Phe em hidrolisados de caseina obtidos
pela agao da papaina. O GE da Phe foi também empregado por LOPES
et al. (2003) para escolher a melhor condi¢cdo de remocéo desse
aminoacido em hidrolisados enzimaticos de leite em pé desnatado.

O objetivo deste trabalho consistiu em utilizar o carvao ativado para a
remocéao de Phe de hidrolisados de leite em p6 desnatado, visando a
preparacao de suplementos dietéticos para fenilcetondricos. Varios
parametros foram estudados, buscando-se otimizar o uso desse meio
adsorvente e, assim, obter elevado grau de remocao de Phe. A EDS
foi empregada para determinar o teor de Phe do leite em p6 desnatado
e dos hidrolisados, avaliando-se a eficiéncia dos tratamentos em
relagcdo ao percentual de remocgao desse aminoécido.

2 MATERIAL E METODOS
2.1 MATERIAL

Os aminoacidos L-fenilalanina, L-tirosina e L-triptofano, a protease do
Aspergillus oryzae (tipo XXIIl), a pepsina e o carvao ativado (80K 1099,
20-60 mesh ndo-tratado, granulado) foram adquiridos da Sigma-Aldrich
(St. Louis, MO, EUA). A papaina foi gentimente cedida pela BIOBRAS
(Montes Claros, MG, Brasil). O leite em p6 desnatado, sem a adigédo
de vitaminas e sais minerais, foi adquirido em supermercado de Belo
Horizonte.

2.2METODOS
2.2.1 Preparacao dos hidrolisados de leite em p6 desnatado

Cinco hidrolisados protéicos foram preparados utilizando-se papaina
e pepsina, isoladamente ou em associacdo com a protease do
Aspergillus oryzae. As solucdes de leite em po desnatado a 0,35 g%
(p/v), contetido correspondendo a concentragéo protéica de 0,125 g/
100 mL, foram preparadas em tampao fosfato de sédio 0,01 mol/L
(pH 6,0) exceto no hidrolisado contendo a pepsina (H2), para o qual
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utilizou-se o tampé&o HCI-KCI 0,01mol/L pH 1,9. Todas as amostras
foram, inicialmente, aquecidas a 80 °C por 10 min. A seguir, a
temperatura foi reduzida para 50°C, em banho de gelo. As enzimas,
papaina (PA), pepsina (PE) e a protease do Aspergillus oryzae (AO)
foram adicionadas em quantidades suficientes para se obter as
relacdes enzima:substrato desejadas. As reacdes foram interrompidas
com a reducéo do pH para 3,0 pela adi¢édo de acido férmico (H1) e
aumento do pH para 8,0 com solu¢édo de NaOH 12,5 mol/L (H2), ou
com o0 abaixamento de temperatura para 10 °C por meio de banho de
gelo e acetona (H3, H4 e H5). Imediatamente, apos a hidrdlise, as
amostras foram congeladas e liofilizadas em liofilizador Free Zone,
modelo 77500, Labconco (Kansas City, Ml, EUA). O tempo total de
hidrélise foi de 5h para todas as amostras, sendo apresentadas outras
condicBes de reacdo na Tabela 1.

TABELA 1— CONDICOES HIDROLITICAS EMPREGADAS NA
PREPARACAO DOS HIDROLISADOS DE LEITE EM PO
DESNATADO PELA ACAO DA PAPAINA, DA PEPSINA
E DA PROTEASE DO Aspergillus oryzae

Hidrolisados Tempo de hidr lise E:S (%)
AO PA PE
H1 PA (5h) - 1
H2 PE (5h) - -
H3 AO (1h) + PE (4h) 1 - 2
H4 AO (1h) + PE (4h) 10 - 20
H5 AO (1h) + PA (4h) 10 20 -

E:S = relagdo enzima:substrato; PA = papaina; PE = pepsina; AO = protease do
Aspergillus oryzae.
Temperatura: 50°C.

2.2.2 Preparacgao da curva padréo de fenilalanina

A curva padrao de Phe foi preparada em duas solu¢des-tampéo, sendo
o tampéao fosfato de sédio 0,01 mol/L pH 6,0 utilizado nos hidrolisados
H1, H3, H4 e H5, e o tamp&o HCI-KCI 0,01 mol/L pH 1,9 no hidrolisado
H2. Nos dois casos, os procedimentos descritos abaixo foram usados
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para as preparacdes das solucdes e a leitura dos espectros (BARBOSA
etal., 2002).

Foram preparadas solugbes estoques dos aminodcidos aromaticos
fenilalanina (Phe), tirosina (Tyr) e triptofano (Trp) em solu¢des-tampé&o
apropriadas, pH 6,0 e pH 1,9, nas seguintes concentracdes: Phe:
6,05 x 10 mol/L; Tyr: 5,52 x 10 mol/L e Trp: 4,90 x 10 mol/L. Em
seguida, 10 mL de cada uma dessas soluc¢des foram transferidas para
frasco, sendo a mistura homogeneizada por agitagdo. A partir dessa
mistura foram preparadas, por diluicdes sucessivas, solu¢des contendo
Phe em concentracdes variando entre 0,13 e 1,01 (x 10 mol/L).

As solugdes diluidas contendo Phe, Tyr e Trp foram, entdo, submetidas
as leituras de absorvancia na faixa de 250 a 280 nm (espectrofotdmetro
CECIL modelo CE2041, Buck Scientific, Inglaterra). Os espectros foram
tracados com o software GRAMS-UV (Galactic Industries Corporation,
Salem, NH, EUA). Para tracar a curva padrdo foram testadas a altura
e a area do 3° e do 4° picos negativos do espectro da Phe em fungéo
de sua concentracao.

2.2.3 Utilizac&o do carvéo ativado pararemocéao de fenilalanina

No tratamento com o carvao ativado, utilizado para a remocéo de Phe
dos hidrolisados enzimaticos de leite em pé desnatado, foram testados
dois procedimentos: agitagdo em béquer (LOPES et al., 2002) e
passagem por coluna (seringa descartavel). A amostra utilizada nesses
testes correspondeu ao hidrolisado H5.

2.2.3.1 Agitacdo em béquer

Para o tratamento em béquer seguiu-se o procedimento descrito por
LOPES et al. (2003), tendo sido testadas cinco quantidades de carvédo
ativado. Além do valor no qual esses autores obtiveram a maior remogao
de Phe (118 g/g de caseina), quatro outras quantidades foram estudadas
(15, 30, 60 e 90 g/g de caseina). Resumidamente, adicionou-se o
carvao ativado a solugéo de hidrolisado a 80 mg% em agua purificada
(Aries, Vaponics, EUA). A mistura foi homogeneizada, por 30 min, em
agitador magnético (Frisatom, S&o Paulo, Brasil) e velocidade suficiente
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para manter o carvdo em suspensao (velocidade 3). A seguir, a mistura
foi centrifugada (Centrifuga Jouan, modelo B/BR4i, Franga) a 11.000 g
por 10 min, a 25 °C, e filtrada em papel de filtro Whatman namero 1
(Maidstone, Inglaterra).

2.2.3.2 Passagem por coluna

Para o tratamento em coluna utilizou-se seringa descartavel, contendo
filtro de nylon e 1& de vidro como suportes. Apos a adicdo do carvao a
seringa, a solucao de hidrolisado (80 mg% em agua purificada) foi
aplicada e recolheu-se o eluato. As etapas de centrifugacéo e filtracdo
ndo foram necessarias nesse tratamento.

Quatro tipos de testes foram feitos com relagdo ao tratamento em
coluna.

2.2.3.2.1 Modo de passagem da solucéo de hidrolisado pela coluna

Trés procedimentos foram testados com 118 g de carvdo/g de caseina:
corrida direta (passagem ininterrupta); repouso de 30 min (passagem
apoés contato com o carvao na coluna, por 30 min); e gotejamento
(passagem com o auxilio de bureta de 2 mL por gotejamento
ininterrupto). Em todos os testes foi utilizado carvdo ativado “seco”
(3% de umidade), ou seja, tal como € encontrado na sua embalagem
original.

2.2.3.2.2 Hidratag&o prévia do carvao

Antes de ser adicionado a coluna, na proporgao de 118 g/g de caseina,
o carvao foi hidratado com 25 mL de agua purificada, sob agitacéo
(agitador magnético), em tempos variados (5, 10, 15, 20 e 30 min). A
suspenséo foi colocada na coluna contendo o filtro, sendo descartado
o eluato. A seguir, retirou-se o carvao da coluna para observar o grau
de hidratacéo.

Ap0s a escolha do tempo de agitacéo que levou a melhor hidratacgao,
a solugao do hidrolisado foi aplicada a coluna nos modos de passagem

B.CEPPA, Curitiba, v. 22, n. 1, jan./jun. 2004

71



72

em que houve melhor remocéo de Phe.

2.2.3.2.3 Capacidade da seringa

Foram utilizadas seringas descartaveis de 10 mL e 20 mL, em
passagem por corrida direta com carvao hidratado na quantidade de
118 g/g de caseina.

2.2.3.2.4 Quantidade de carvao

Quantidades de carvao hidratado de 60, 90 e 118 g/g de caseina foram
testadas no tratamento em coluna.

2.2.4 Determinacé&o do teor de fenilalanina

As amostras de leite em p6 desnatado e de seus hidrolisados foram
submetidas a hidrélise &cida (HCI 5,7 mol/L) a 110 °C por 24h. Efetuou-
se a leitura de absorvéncia das amostras no mesmo intervalo de
comprimento de onda utilizado no preparo da curva padrdo (250 nm a
280 nm), tracando-se a derivada de segunda ordem dos espectros.
Os valores das areas ou alturas dos picos negativos (“c” e “d”) foram,
entao, levados a curva padrao de Phe para quantificacdo do teor desse
aminoacido nas amostras. No caso dos hidrolisados protéicos, esse
mesmo procedimento foi efetuado nas amostras apds o tratamento
pelo carvéo ativado em coluna (LOPES et al., 2002).

2.2.5 Avaliacéo da eficiéncia de remocéo de fenilalanina

A eficiéncia da remocao de Phe dos hidrolisados protéicos pelo carvéo
ativado foi avaliada calculando-se o percentual de remocdo do
aminoacido de acordo com a seguinte formula (LOPES et al., 2002):

teor dePheinicial —teordePhefinal 9

%R % dePhe= —
0IRemo erne teor dePheinicial

100
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Na qual,

Teor de Phe inicial = teor de Phe no leite em pé desnatado.
Teor de Phe final = teor de Phe no hidrolisado apés tratamento com
carvao ativado.

2.2.6 Andlise Estatistica

Todas as determinacBes foram realizadas em triplicata. As diferencas
entre as médias das areas ou alturas dos picos dos aminoacidos
aromaticos entre os diferentes hidrolisados enzimaticos de leite em
p6 desnatado foram determinadas pela Analise de Variancia (ANOVA
fator Ginico) e pelo Teste de Duncan. Para a avaliagao da remogéo de
Phe, comparando dois tratamentos (béquer e coluna) em diferentes
concentragdes de carvao ativado, utilizou-se a Analise Fatorial. A
Analise de Variancia foi empregada para cada condicao, seguida pelo
Teste de Duncan para a comparagdo das médias. A curva padréo foi
obtida por analise de regresséo, empregando sete concentracdes de
fenilalanina em trés repeticdes (PIMENTEL-GOMES, 2000).

3 RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 CURVA PADRAO DE FENILALANINA

A curva padrao preparada em tampao fosfato de s6dio 0,01 mol/L
(pH 6,0) apresentou a seguinte equacdo dareta: y =2,1748x + 0,3913
e R?=0,992. A que foi preparada em tampao HCI-KCI 0,01 mol/L
(pH 1,9) teve como equacédo daretay = 6,0452x - 0,2375 e R?=0,972.
Em ambas, a area do pico “d” (Figura 1 B) foi escolhida para ser
relacionada com a concentracdo do aminoacido por ter apresentado
maior coeficiente de determinacgédo (R?) do que a altura. Constatou-se,
também, que aregressao para a Phe, em pH 6,0 e pH 1,9, foi altamente
significativa (p < 0,001). Esse resultado esta de acordo com o obtido
por ZHAO et al. (1996) que relacionaram a altura do pico de absorcéo
da Phe, em mistura com Trp e a Tyr, com a concentracdo do
aminoécido. Outros autores também relataram resultados semelhantes
com relacéo a Phe, em pH 7,0, na presenca de concentragdes variadas
de Tyr e Trp (ICHIKAWA e TERADA, 1977; BARBOSA et al., 2002;
LOPES et al., 2003).
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A EDS foi utilizada por outros autores na mesma faixa de comprimento
de ondas que a do presente trabalho. No entanto, os resultados obtidos
relacionados ao namero de picos negativos no espectro da Phe
mostraram-se diferentes. ICHIKAWA e TERADA (1977) obtiveram cinco
picos negativos para esse aminoacido em pH 7,0, enquanto MICLO et
al. (1995) relataram a presenca de seis picos em pH 1,9. Essa variacdo
no espectro da Phe pode estar associada a diferencas nas formas do
aminoacido padrédo utilizadas (livre ou N-acetil-éster), com a
aparelhagem empregada, como também ao tipo de solvente e valores
de pH (LEVILLAIN e FOMPEYDIE, 1986).

3.2ESPECTROS

Na Figura 1 estéo apresentados os espectros da Phe em pH 6,0 e pH
1,9, assim como os dos hidrolisados H1 (pH 6,0) e H2 (pH 1,9).
Observou-se semelhanca entre 0s espectros nesses dois valores de
pH, quanto a posicao e ao numero de picos negativos. Além disso,
tais espectros sédo similares ao da Phe. A semelhanca entre os
espectros de aminoacidos padrdes e o de proteinas ja havia sido
relatada por ICHIKAWA e TERADA (1979), que empregaram EDS para
determinar a quantidade de residuos de Phe em diversas proteinas
desnaturadas ou em seus estados nativos (insulina, ribonuclease,
lisozima e soro albumina). Resultados similares foram demonstrados
por BARBOSA et al. (2002) ao estudarem os espectros de absorvancia
e de derivada segunda de hidrolisados de caseina obtidos pela acéo
da papaina. LOPES et al. (2002) verificaram semelhanca entre os
espectros, quando empregaram papaina e AO no preparo de
hidrolisados enzimaticos de leite em pé desnatado.

3.3 AGITACAO EM BEQUER: ESCOLHA DA QUANTIDADE DE
CARVAO PARA REMOGCAO DE FENILALANINA

Dentre as cinco quantidades de carvao ativado estudadas, 15 g e
30 g/g de caseina levaram aos mais baixos percentuais de remogéo
de Phe (83% e 92%, respectivamente). As quantidades de carvao
ativado de 90 g e 118 g/g de caseina foram as mais eficientes nesse
sentido. Tais resultados indicam que a quantidade de carvéo utilizada
(em béquer por agitagdo) interferiu na remocgéo de Phe (Tabela 2).
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FIGURA 1- ESPECTROS DA PHE EM pH 6,0 (A) E pH 1,9 (B) EM
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TABELA 2 — EFEITO DA CONCENTRAGAO DE CARVAO ATIVADO
SOBRE A REMOCAO DE Phe

Quantidade de carv®o (g/g case na)

Tratamentos 60 90 118
BZuer % 9547 _21 97,3%2 0,3 98,2 ¥ _0,6
Coluna* % 973" -04 98,1 - 0.6 96,6 ¥ -1,2

* Corrida direta, carvao hidratado, seringa de 20 mL. Amostra utilizada: hidrolisado H5.
Os resultados representam a média das triplicatas. Médias indicadas por letras
iguais ndo diferem entre si a 5% de probabilidade na comparagdo da mesma
concentragdo de carvao para diferentes tratamentos. Médias indicadas por niUmeros
iguais ndo diferem entre si pelo teste de Duncan a 5% de probabilidade na comparagéo
de diferentes concentracdes de carvdo para 0 mesmo tratamento.
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3.4 PASSAGEM POR COLUNA: TESTES PARA A REMOCAO DE
FENILALANINA

Com relacdo ao modo de passagem pela coluna ndo houve diferenca
significativa entre os tratamentos com corrida direta (97% de remocéo
de Phe) e ap6s repouso por 30 min (98%). Entretanto, a técnica da
corrida direta apresenta a vantagem de ser mais simples e rapida e,
portanto, economicamente mais viavel. O sistema de gotejamento foi
0 menos eficiente na remocdo de Phe (95%), tendo apresentado
diferenca significativa em relac&o aos dois outros tratamentos.

O teste de hidratagao prévia do carvado mostrou que o tempo minimo
de agitagao necessario para promover adequada adsor¢do de agua foi
de 10 min. Quanto a remocao de Phe em corrida direta e repouso de
30 min, com o carvao previamente hidratado, observaram-se valores
de 98% e 99%, respectivamente. Portanto, a hidratacdo promoveu
aumento de 1% na remocao de Phe, em relagéo ao carvao seco.

O maior percentual de remocéo de Phe foi obtido com a seringa de
20 mL (97%), sendo verificada diferenca significativa em relagéo a
seringa ou 10 mL (93%).

Os testes em coluna s6 foram realizados com as quantidades de
carvao ativado que promoveram os maiores percentuais de remocao
de Phe no procedimento com béquer, ou seja, 60 g, 90 g e 118 g/g de
caseina.

Os dados apresentados na Tabela 2 indicam que ao contrario do
tratamento em béquer, as quantidades testadas de carvdo em coluna
néo influenciaram o percentual de remocéo de Phe.

3.5 TRATAMENTO EM BEQUER VERSUS EM COLUNA

Para o tratamento em béquer foram consideradas as melhores
condicdes estabelecidas para a passagem por coluna, ou seja, corrida

direta, hidratacéo prévia do carvao por 10 min e seringa de 20 mL.

De acordo com os dados da Tabela 2 houve diferenca significativa
entre os dois tratamentos apenas quando se utilizou 60 g de carvéo/g
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de caseina, sendo a passagem por coluna nesse caso mais eficiente
gue a agitagdo em béquer. Além disso, o tratamento em coluna permite
eliminar trés etapas na remoc¢éo de Phe (agitacéo, centrifugacéo e
filtrac&o), reduzindo-se o tempo e o custo do processo.

Deve-se ressaltar que as trés quantidades de carvéo testadas em
coluna ndo apresentaram diferencas significativas no percentual de
remocédo de Phe. No entanto, o emprego de 90 g de carvao/g de caseina
no estudo dos hidrolisados protéicos de leite em p6 desnatado revelou
melhor espalhamento do carvao sobre o filtro na coluna em comparacéo
a quantidade de 60 g de carvao/g de caseina.

LOPEZ-BAJONERO et al. (1991) removeram 92% de Phe utilizando
2,95 g de carvao/g de caseina em hidrolisados protéicos de leite em
pé desnatado e caseinato de sédio. Tal diferenca parece estar
associada a proporcao de carvao utilizada, uma vez que 0os maiores
percentuais de remogédo de Phe em béquer foram encontrados com
90 g e 118 g/g de caseina, (97% e 98%, respectivamente). Essas
guantidades séo 30 vezes superiores as utilizadas por aqueles autores.
Deve-se ressaltar, entretanto, que ndo foram citadas as condi¢6es de
uso do carvéao ativado, tais como o tempo, a velocidade de agitacéo e
a temperatura da solucdo protéica tratada. Além disso, apesar de
terem afirmado que o estudo foi realizado com leite em p6 desnatado
e caseina, os resultados apresentados referem-se apenas a caseina.

3.6 PERCENTUAL DE REMOGAO DE FENILALANINA

O uso de carvao ativado (nas condi¢6es definidas no item 2.2.5) foi
eficiente para aremocao de Phe em todos os hidrolisados enzimaticos
de leite em pé desnatado (Tabela 3). O percentual de reducéo variou
de 94% a 98%, o que corresponde ao teor final de 25,2 a 7,4 pg de
Phe/100 g de hidrolisado. O teor de Phe do leite em p6 desnatado foi
de 5,69 mg/100 mg de proteina.

Os resultados foram apresentados em percentagem de remocéo de
Phe e teor final de Phe (ug/100 g de hidrolisado) devido aos célculos
de adequacéo das prescricdes dietéticas de substitutos protéicos
destinados aos fenilceton(ricos e para atender a regulamentacao técnica
gue normatiza a rotulagem nutricional de alimentos (BRASIL, 2001).

B.CEPPA, Curitiba, v. 22, n. 1, jan./jun. 2004

77



78

TABELA 3— PERCENTUAL DE REMOCAO E TEOR DE Phe DE
HIDROLISADOS ENZIMATICOS DE LEITE EM PO

DESNATADO
Remo 20 Phe * Teor final de Phe
Hidrolisados (%) (1g/100 g Hidrolisado)
H1 97,6 ¥-1,2 9,6 —4,7
H2 97,1%-0,3 11,5-1,2
H3 94,7°-0,1 20,9-0,5
H4 936°-2,1 25,2 -8,4
H5 98,1%-0,6 74 -25

* Passagem por coluna (corrida direta), 90 g de carvéo hidratado/g de caseina,
seringa de 20 mL.

Teor final de Phe = teor de Phe dos hidrolisados ap6s o tratamento com o carvao
ativado. Os resultados representam a média das triplicatas. Médias de remocéo de
Phe indicadas por letras iguais ndo diferem entre si pelo teste de Duncan a 5% de
probabilidade.

Outros autores, que também utilizaram o carvao ativado para remover
a Phe de hidrolisados protéicos obtiveram resultados semelhantes ao
do presente trabalho. KITAGAWA et al. (1987) empregaram a actinase
para hidrolisar as proteinas do soro do leite e, ap0s tratamento com
carvao ativado, conseguiram remover 97% de Phe. LOPEZ-BAJONERO
et al. (1991), utilizando o carvéo ativado, removeram 92% de Phe de
hidrolisados protéicos de leite em p6 desnatado e caseinato de sédio,
obtidos pela acao da papaina e de protease do Aspergillus oryzae
(AO). MOSZCZYNSKI e IDZIAK (1993) eliminaram com carvao ativado
95% de Phe de hidrolisados enzimaticos de caseina, empregando
sistema de trés enzimas (quimotripsina, carboxipeptidase A e leucina
aminopeptidase). LOPES et al. (2002) relataram remoc¢é&o de Phe na
faixa de 96% a 99% de hidrolisados de leite em pé desnatado.
Empregaram papaina e protease de AO ap06s tratamento com carvao
ativado em béquer com agitacdo magnética de 30 min e concentracéo
de 118 g/g de caseina. Por outro lado, COGAN et al. (1981) removeram
apenas 36% de Phe quando empregaram carvao ativado em
hidrolisados enzimaticos de caseina, utilizando a associacao de
papaina e pepsina.

ARAI et al. (1986), empregando a coluna cromatografica Sephadex G-
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15, removeram cerca de 99% de Phe de hidrolisados protéicos do
soro do leite concentrado, obtidos pela acéo isolada da pronase E ou
associada com a pepsina, quimotripsina e papaina. OUTINEN et al.
(1996) eliminaram praticamente toda Phe (99,5% a 99,9%) de
hidrolisados protéicos, utilizando pancreatina (E:S de 3%, 6h, pH 7,0)
e resinas hidrofébicas de poliestireno (XAD-4 e XAD-16). Apesar desses
resultados serem superiores aos do presente trabalho, deve-se
mencionar que o uso de resinas para remover a Phe apresenta elevado
custo (LOPEZ-BAJONERO et al., 1991; MOSZCZYNSKI e IDZIAK,
1993; SHIMAMURA et al., 1997).

3.7 EFEITO DA ACAO ENZIMATICA SOBRE A REMOGCAO DE
FENILALANINA

3.7.1 Acéo isolada das enzimas

Observou-se que a PA e a PE (hidrolisados H1 e H2, respectivamente),
agindo isoladamente, deram origem a hidrolisados protéicos com teores
semelhantes de Phe apés o tratamento com o carvao ativado (Tabela
3).

O efeito da acéo isolada das enzimas sobre a remogao de Phe ja foi
relatado por outros autores que (apés o tratamento com o carvao ativado
ou com resina de adsor¢do) encontraram valores semelhantes ao do
presente trabalho (ARAl et al. 1986; KITAGAWA et al., 1987 e OUTINEN
et al. 1996). LOPES et al. (2002) também obtiveram resultados
semelhantes quando utilizaram isoladamente protease de AO (E:S de
1%, durante 5 h, a 50°C, pH 6,0) para hidrolisar o leite em p6 desnatado,
removendo 98% de Phe.

3.7.2 Associacdo das enzimas

Dentre as trés associacdes estudadas, as duas com PE e AO
(hidrolisados H3 e H4) mostraram-se semelhantes entre si e menos
eficientes que a associagdo de PA com AO (Tabela 3). ARAI et al.
(1986) empregaram pronase E associada a papaina ou a quimotripsina
e obtiveram percentuais de remoc¢éo de Phe de 98,8%, portanto
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semelhantes aos obtidos pela acdo de PA com AO (H5). Esses autores
testaram a pronase E associada a pepsina e conseguiram maior
percentual de remocé&o de Phe (99,8%) em relacdo aos obtidos com a
associagcdo de PE com AO (H3 e H4).

LOPEZ-BAJONERO et al. (1991) estudaram a associacéo de duas
enzimas, AO com PA (E:S de 1% e 2%, durante 5h e 20 h,
respectivamente) e removeram percentual de Phe (92%) inferior aos
obtidos nos hidrolisados deste estudo (H3, H4 e H5). MOSZCZYNSKI
e IDZIAK (1993) empregaram sistema de trés enzimas (quimotripsina,
carboxipeptidase A e leucina aminopeptidase) e conseguiram remover
95% de Phe de hidrolisados enzimaticos de caseina. LOPES et al.
(2003), utilizaram a associacédo de AO com PA, na mesma relacdo
E:S empregada por LOPEZ-BAJONERO et al. (1991), porém com
tempos de hidrolise cinco vezes menores. Obtiveram percentual de
remocao de Phe, ligeiramente, superior (99%) em relac&o ao hidrolisado
H5 (98%).

COGAN et al. (1981) conseguiram pequena reducéo no teor de Phe
(36%) com a associacao de papaina e pepsina em hidrolisados
enzimaticos de caseina.

3.7.3 Acdo isolada versus associacdo de enzimas

Comparando a acéo isolada de PA (H1) e sua associacdo com AO
(H5) verifica-se que ambas foram igualmente eficientes na remocéo de
Phe (Tabela 3). No caso de PE, a sua acgéo isolada (H2) possibilitou
maior remocéao de Phe do que a associagdo com AO (H3 e H4).

Alguns autores consideram vantajosa a utilizacdo da associacdo de
enzimas para maior remocao de Phe. ARAI et al. (1986), estudando a
acao isolada da pronase E e sua associacdo com a pepsina, relataram
a superioridade da associacgéo (99,7% de remogao) sobre a acéo isolada
(99,0% de remocéo). Visando a otimizagéo da liberacdo de Phe em
hidrolisados protéicos de leite em p6 desnatado e caseinato, LOPEZ-
BAJONERO et al. (1991) testaram acdes isoladas e associadas de
AO e PA. O primeiro procedimento ndo promoveu a completa liberacéo
de Phe, sendo mais vantajosa a associacdo de AO com PA (relacao
E:S de 1% e 2%, respectivamente) com tempo total de hidrélise de
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25h. Entretanto, ndo mencionaram os percentuais isolados de remocéo
de Phe de cada uma das enzimas.

LOPES et al. (2003) n&o verificaram diferencas significativas entre o
percentual de remocéo de Phe de hidrolisados enzimaticos de leite
em po desnatado, submetidos a acao isolada da protease do AO (E:S
de 1%, tempo de hidrélise de 1h a 15h) ou sua associagao com PA
(E:S de 2%, tempo de hidrélise 4h a 20h) a 50° C e pH 6,0.

4 CONCLUSAO

O carvéo ativado mostrou-se eficaz na remocé&o de Phe (94% a 98%)
de hidrolisados enzimaticos de leite em p6 desnatado. Dentre as
condicdes testadas, o tratamento em coluna por corrida direta com
90 g de carvao hidratado por grama de caseina, em seringa de 20 mL,
propiciou elevada remocédo de Phe (98%) e maior praticidade. O
tratamento em coluna foi mais vantajoso do que em béquer,
considerando-se a reducgao do tempo e do custo do processo. A papaina
(PA) e a pepsina (PE) removeram, isoladamente, quantidades proximas
de Phe. A associacéo de PA ou de PE com a protease do Aspergillus
oryzae (AO) ndo aumentou a remogdo de Phe em relagédo a acao
isolada das duas enzimas (PA e PE).

A espectrofotometria derivada de segunda ordem (EDS) foi eficiente
para a determinacao de Phe no leite em pdé desnatado e nos
hidrolisados, ap0s o tratamento com carvéo ativado. O método é
simples, rapido e de custo relativamente baixo, podendo ser utilizado
para avaliar a eficiéncia da remoc¢é&o de Phe de hidrolisados protéicos.

Abstract

UTILIZATION OF ACTIVATED CARBON FOR THE REMOVAL OF
PHENYLALANINE FROM SKIM MILK POWDER

Aiming the development of special dietetic formulations for phenylketonuria, five
enzymatic hydrolysates from skim milk powder were prepared, using papain (PA)
and pepsin (PE), separately or in association with protease from Aspergillus oryzae
(AO). The activated carbon was used to remove phenylalanine (Phe) from
hydrolysates being tested the treatments in Beaker and in column. The treatment in
column by direct passage, in 20 mL syringe, using 90 g of hydrated carbon/g of
casein, was the chosen condition for Phe removal from skim milk powder
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hydrolysates. The isolated action of PA and PE, and the association of PA with AO
produced the highest Phe removal (97 to 98%). The second derivative
spectrophotometry allowed to estimate the efficiency of Phe removal.
KEY-WORDS: ACTIVATED CARBON, PHENYLKETONURIA;, PHENYLALANINE;
SKIM MILK POWDER,; SECOND DERIVATIVE SPECTROPHOTOMETRY.
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