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Acao de fatores enzimaticos na obtencao de hidrolisados protéicos
de farinha de trigo com baixo teor de fenilalanina
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Visando ao preparo de farinha de trigo com baixo teor de fenilalanina (Phe), extraiu-se, enzimaticamente
as proteinas, empregando-se uma protease alcalina de Bacillus licheniformis. Em seguida, os extratos
protéicos foram hidrolisados pela a¢do de enzimas comerciais (pancreatina e bromelina) e de extratos
enzimaticos obtidos da casca de abacaxi (bruto e purificado), avaliando-se alguns parametros enzimaticos,
tais como tipo de enzima, tipo de acdo enzimatica, tipo de associagdo enzimatica e ordem de agdo
enzimatica. O carvao ativado (CA) foi empregado como meio adsorvente e a eficiéncia da remogao de
Phe foi avaliada por espectrofotometria derivada segunda, determinando-se o teor de Phe na farinha de
trigo e em seus hidrolisados, apos tratamento com CA. O melhor resultado foi encontrado ao se empregar
a associagdo sucessiva do extrato bruto seguida da pancreatina, tendo atingido 66,28% de remocdo ¢ o
teor final de Phe de 522,44 mg/100 g de hidrolisado.

Unitermos: Farinha de trigo/preparo. Hidrolisados protéicos. Enzimas. Hidrélise enzimatica. Protease
alcalina. Fenilalanina/remogao. Carvao ativado/meio adsorvente.

With the aim of producing wheat flour with low phenylalanine (Phe) content to be introduced in
phenylketonuric’s diet, the proteins were enzymaticaly extracted, using an alkaline protease from
Bacillus licheniformis. Then, the protein extracts were hydrolyzed by the action of commercial enzymes
(pancreatin and bromelain) and of enzymatic extracts obtained from pineapple peel (crude and purified).
Some enzymatic parameters were evaluated, such as type of enzyme, type of enzyme action, type of
enzymatic association and order of enzyme action. The activated carbon (AC) was used as adsorbent
and the efficiency of Phe removal was evaluated by second derivative spectrophotometry measuring the
Phe content in wheat flour and in their hydrolysates after AC treatment. The best result was found for
the successive association of crude extract followed by pancreatin obtaining 66.28% of removal and a
final Phe content of 522.44 mg/100 g of hydrolysate.

Uniterms: Wheat flour/preparation. Protein hydrolysates. Enzymes. Enzymatic hydrolysis. Alkaline
protease. Phenylalanine/removal. Activated carbon/adsorbent.

INTRODUCAO

A fenilcetonuria ou PKU é uma doencga genética
cujo tratamento € realizado, quase que exclusivamente,
através de uma alimentagao restrita de alimentos protéicos,
e do controle da ingestao de fenilalanina ou Phe (Mira,
Marquez, 2000; Malloy-Diniz et al., 2004, Hamman et
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al., 2005; Monteiro, Candido, 2006; Wasserstein et al.,
2006).

A farinha de trigo, apesar de ocupar um lugar rele-
vante na alimentag@o do brasileiro, faz parte dos alimen-
tos de uso controlado para PKU (Aguiar, 2002). Neste
sentido, ¢ de grande interesse desenvolver uma farinha
de trigo contendo teor reduzido de Phe, para ser incorpo-
rada, sem restri¢cdes, na dieta de fenilcetontricos (Brasil,
2002). As etapas deste processo envolvem a extragdo e
hidrolise enzimatica das proteinas e posterior remocao de
Phe, empregando-se o carvao ativado (Capobiango et al.,
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2006b), seguida da sua quantificagdo por espectrofotome-
tria derivada segunda ou EDS (Ichikawa, Terada, 1981a,b;
Grant, Battacharyya, 1985; Rojas et al., 1998; Barbosa
et al., 2002). No presente trabalho testou-se, no preparo
dos hidrolisados protéicos, além de enzimas comerciais,
extratos enzimaticos preparados nesse laboratorio, visando
a reducdo dos custos do processo.

Este estudo teve como objetivo otimizar a hidrolise
das proteinas extraidas enzimaticamente da farinha de trigo,
para facilitar sua posterior remogao pelo carvao ativado.
Para tal, foram testados diversos parametros enzimaticos,
tais como tipo de enzima, tipo de agdo enzimatica, tipo de
associacdo enzimatica e ordem de a¢do enzimatica.

MATERIAL E METODOS
Material

A farinha de trigo tipo I foi adquirida no comércio
de Belo Horizonte, MG. A protease Protemax® 580 L (EC
3.4.21.14, uma serino-endopeptidase de origem bacteriana
— cepa do Bacillus licheniformis, atividade 580 KDU/g,
estavel em pH entre 7 ¢ 10 com pH 6timo em 9,5, tempe-
ratura otima de 60 °C e temperatura de inativagdo acima
de 85 °C por 10min) foi adquirida da Prozyn (Sao Paulo,
SP, Brasil). A pancreatina (Corolase® PP) (complexo
enzimatico obtido do pancreas — EC 3.4.21.4, constituido
pelas serina-endopeptidases tripsina e quimotripsina, e
pelas metalo-exopeptidases carboxipeptidases A e B, ati-
vidade 200.000 LVE/g, pH 6timo de 9 e temperatura 6tima
de 50 °C), foi adquirida da AB Enzymes Brasil Comercial
Ltda (Barueri, SP, Brasil). A Bromelina comercial - EC
3.4.22.32 ,uma cisteina-endopeptidase e os aminoacidos
L-fenilalanina, L-tirosina e L-triptofano foram adquiridos
da Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA). O carvao ativa-
do (granulado n® 119, 20 x 50 mesh,12x25 mesh, 6 x 12
mesh) foi adquirido da Carbomafra S.A. (Curitiba, PR,
Brasil). Os extratos enzimaticos bruto (EB) e purificado
(EP) da casca do abacaxi (4dnanas comosus) variedade
Pérola, foram preparados no laboratério. Utilizou-se o
Liofilizador Freezone, (modelo 77500, Labconco, Kansas
City, M1, EUA), o compressor (Diapump, Fanem, mod.
089-A, série BE11778, Sao Paulo, SP, Brasil), e o cutter
(Sire, modelo Super Cutter, Sao Paulo, Brasil). Os demais
reagentes foram de grau analitico.

Extracao das proteinas
Empregou-se um método de extragdo enzimatica

das proteinas da farinha de trigo tipo I, utilizando o proce-
dimento descrito pelo Laboratério de Bromatologia/Pes-

quisa da Faculdade de Farmacia da UFMG (Capobiango
et al.,2006a).

Assim, o pH de uma suspensao aquosa da farinha
de trigo foi ajustado para 9,5 e a temperatura para 40 °C.
Adicionou-se a protease de Bacillus licheniformis (E:S
10:100) e agitou-se por 2h. O extrato protéico da farinha
de trigo (EPFT) foi separado do residuo por centrifugagao
a25°C, por 15 min, a 1700 x g. O rendimento da extragdo
foi calculado indiretamente, determinando-se o teor de
proteinas do residuo (AOAC, 1995), apos sua secagem
em estufa ventilada a 65 °C.

[(AxB)— (CxD)]
AxB)

onde: A = Teor de proteina na farinha de trigo especial;
B = Quantidade de farinha de trigo especial utilizada na
extracdo; C =Peso de residuo obtido na extragdo; D = Teor
de proteina no residuo.

REP = x100 (1)

Preparo, purificacao e caracterizacao do extrato
enzimatico da casca de abacaxi

Para o preparo do extrato enzimatico bruto da casca
de abacaxi (EB), as amostras foram lavadas, descascadas e
as porgoes de casca foram processadas em cutter e filtradas
em gaze. Posteriormente, foram centrifugadas a 6000 x g
por 15 min, a 4 °C. O sobrenadante foi adicionado de
10 mL de uma solugéo contendo EDTA (4,0 x 10 mol/L)
e cisteina (102 mol/L) sendo, em seguida, congelado.

A purificagdo do EB foi feita por precipitagdo com
etanol. A um volume conhecido (50 mL) do extrato bruto,
adicionou-se dois volumes equivalentes de etanol a 4 °C.
A adicdo foi realizada sob agitacdo constante em banho
de gelo, mantendo-se a temperatura proxima de 4 °C,
por 40 min. Apds a agitacao, a mistura foi centrifugada a
2660 x g por 35 min, a 4 °C. O sobrenadante foi retirado
e o precipitado ressuspenso em agua destilada, dialisado
em membranas de dialise, com corte molecular de 12.000-
14.000 Da, contra agua destilada, por 24h, a 4 °C, obtendo-
se assim, o extrato purificado (EP).

A caracterizagao dos extratos enzimaticos abrangeu
as determinacdes dos valores 6timos de pH, temperatura
e tempo dos extratos enzimaticos, as quais foram feitas
de acordo com a metodologia descrita por Tremacoldi e
Carmona (2005), com algumas modificagdes relacionadas
ao substrato e ao tampao empregados.

Preparo dos hidrolisados protéicos

Foram preparados dez hidrolisados enzimaticos, ten-
do sido variados os seguintes parametros: tipo de enzima
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(EB, EP, bromelina e pancreatina), tipo de agao enzimatica
(isolada ou em associacdo), tipo de associag@o enzimatica
(simultanea ou sucessiva) e ordem de a¢ao enzimatica na
associacdo sucessiva (Tabela I). Nos estudos das asso-
ciagOes enzimaticas, empregou-se o extrato enzimatico
juntamente com a enzima comercial, que promoveram
maior remocgao de Phe na agdo isolada.

Inicialmente, 50 mL do EPFT foram colocados em
um erlenmeyer ¢ os valores de pH foram ajustados empre-
gando-se uma solu¢do de NaOH a 3 moL/L ou de HCl a
0,1 mol/L, como descrito a seguir. Na agdo isolada das
enzimas, usaram-se os valores 6timos para cada enzima,
sendo que para o EB foram testados dois valores de pH, o
seu Otimo e o 6timo da bromelina comercial. Para o estudo
da associagdo enzimatica simultanea, empregou-se o valor
de pH para o extrato enzimatico (EP ou EB) que promoveu
maior remog¢ao de Phe na a¢do isolada. No caso da associa-
¢do enzimatica sucessiva, empregaram-se os valores 6timos
de pH dos extratos e das enzimas comerciais que promove-
ram maior remogao de Phe, ao atuarem isoladamente.

Apos o ajuste do pH, o EPFT foi levado ao banho
de vaselina liquida sob agitador magnético, com agitacao
constante, variando-se os valores de temperatura, seguindo
0s mesmos principios empregados no ajuste do pH.

Uma vez tendo sido ajustados os valores de pH e
temperatura, as enzimas foram adicionadas, de maneira a
obter a relacao enzima:substrato (E:S) desejada, ou seja, de
4:100 para as enzimas comerciais (bromelina e pancreati-
na) e de 10:100 para os extratos enzimaticos (EB e EP).

Em seguida, os tempos de reagao hidrolitica foram
ajustados, seguindo os mesmos principios do pH e da
temperatura. Entretanto, para a bromelina, foram testados
dois valores, ou seja, 0 seu 6timo e o 6timo da pancreatina.
Ainda, na associa¢do simultanea, testou-se tanto os valores
otimos de tempo para EB e EP, quanto o tempo 6timo da
pancreatina. Na associacao sucessiva, testou-se o tempo
otimo de agdo hidrolitica para o EB e EP, sendo que para
as enzimas comerciais empregou-se 0 tempo necessario
para completar 5 horas de hidrolise.

Finalmente, a rea¢ao hidrolitica foi interrompida
por aquecimento em banho-maria a 90 °C, por 20 min, e
os hidrolisados foram submetidos ao processo de liofili-
zacdo, sendo que seus teores de Phe (Lopes ef al., 2005)
e de proteina (AOAC, 1995) foram determinados por
espectrofotometria derivada segunda e micro-Kjedahl,
respectivamente.

Remocao de fenilalanina dos hidrolisados protéicos

A Phe foi removida dos hidrolisados protéicos de
farinha de trigo pela utilizagdo do carvao ativado (CA),

como meio adsorvente, usando a relagdo proteina:carvao
ativado 1:88,5 utilizada anteriormente no mesmo labora-
torio deste trabalho (Capobiango et al., 2006b).

Foi empregado o procedimento de passagem por
coluna, descrito neste mesmo laboratdrio por Soares et
al. (2004). Dois gramas de CA de granulometrias dife-
rentes (granulado n°119, 20 x 50 mesh,12 x 25 mesh, 6
x 12 mesh) foram hidratados com agua destilada por 10
min sob agitacdo constante e, em seguida, colocados em
seringa descartavel de 10 mL contendo filtro de nylon com
1a de vidro. Em seguida, os hidrolisados foram passados
pela coluna e submetidos a pressao, tendo sido recolhidos
os eluatos.

A avaliacdo da eficiéncia de remocao de Phe pelo
CA foi realizada pela medida do teor de Phe na farinha
de trigo e em seus hidrolisados, ap6s tratamento com CA,
empregando-se a espectrofotometria derivada segunda,
como descrito anteriormente em trabalho realizado no
Laboratorio de Bromatologia/Pesquisa da Faculdade de
Farmacia da UFMG (Lopes et al., 2005).

A eficiéncia da remocdo de Phe foi calculada de
acordo com a equacao (2):

[A-(BxC/D) (B:C/ Dls100 (2)

% Remocao de Phe =
sendo: A = Teor de Phe na farinha de trigo; B = Teor de
Phe no hidrolisado protéico, apds tratamento com CA;
C =Teor de proteina na farinha de trigo; D = Teor de pro-
teina no hidrolisado protéico.

Analise estatistica

Todos os experimentos foram feitos em 3 repeti-
¢oes, no mesmo dia, e as analises realizadas em triplicata.
Utilizou-se a Analise de Variancia (ANOVA fator tnico)
e 0 Teste de Duncan a 5% de probabilidade, para compa-
rar entre si os teores finais de Phe nos hidrolisados, apos
tratamento com CA. A curva padrio foi obtida por analise
de regressdo (Pimentel-Gomes, 2000).

RESULTADOS E DISCUSSAO
Parametros enzimaticos

Os valores 6timos de pH, temperatura e tempo en-
contrados para os extratos enzimaticos da casca de abacaxi
foram: EB (pH = 8,0; 70 °C e 1 h 30 min), EP (pH = 7,0;
30°C e 1 h 30 min), bromelina comercial (pH 8,0, 70 °C,
2 h). Para a pancreatina comercial, os dados foram forne-
cidos pela AB Enzymes (pH =7,0; 50 °C, 5 h).
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Eficiéncia da remocao de fenilalanina

Na Tabela I estdo apresentados os resultados obtidos
para a remogao de Phe dos diferentes hidrolisados protéi-
cos da farinha de trigo tipo I. O teor de Phe na farinha de
trigo foi de 354 mg Phe/100 g (com 8,57% de proteina).

Como pode ser observado nesta tabela, obteve-se um
percentual de remocgao de Phe variando de 2,52 a 66,28%,
e o teor final de Phe de 522,44 a 1515,94 mg Phe/100 g
de hidrolisado.

Embora a taxa de remoc¢do de Phe nao tenha sido
muito elevada, deve-se considerar que o desenvolvimento
da farinha de trigo com baixo teor de Phe envolvera uma
etapa posterior, que consiste na mistura do hidrolisado aqui
obtido, contendo o menor teor de Phe, com o residuo (ami-
do) que foi separado no inicio da extragao protéica. Sendo
assim, o teor final de Phe podera ser reduzido, de maneira
a ajusta-lo ao limite permitido pela legislagdo brasileira
(Brasil, 2002) para produtos para PKU (0,1g/100g).

Deve-se ressaltar que a presenca de certa quantidade
de Phe no produto final para fenilcetonuricos ¢ desejavel
do ponto de vista nutricional, uma vez que, por ser um ami-
noacido essencial, a Phe ¢ fundamental para o crescimento
normal de criangas. Além disso, as condigdes operacionais
necessarias para atingir cerca de 100% de remogao de
Phe, aumentariam demasiadamente os custos do processo
(Soares et al., 2006; Lopes et al., 2007).

Nao foram encontrados na literatura relatos sobre
a remocdo de Phe da farinha de trigo. Assim, pode-se

comparar os resultados aqui apresentados com os anterior-
mente obtidos para outro cereal, no mesmo laboratorio e
empregando-se protocolo semelhante. Observa-se, entao,
que alguns dos valores encontrados (63,4 e 66,3%) situam-
se proximo ao percentual de 68,63 de remogao de Phe
obtido para o fuba de milho (Capobiango et al., 2006b).

Efeito de parametros enzimaticos sobre a
remocao de fenilalanina

Tipo de enzima e agcao enzimatica isolada

Para avaliar estes pardmetros, pode-se comparar
os hidrolisados preparados com o EP (hidrolisado 1), EB
(hidrolisados 2 e 3), bromelina (hidrolisado 4 ¢ 5) ¢ pan-
creatina (hidrolisado 6). Nota-se, inicialmente, na Tabela
I que, dentre os hidrolisados obtidos com o EB, o que foi
preparado no pH 8,0 apresentou maior remocao de Phe
(41,86%) do que no pH 6,0 (37,4%), apesar de este ultimo
corresponder ao seu valor 6timo de acdo. Por outro lado,
para o caso da bromelina, ndo houve diferenca significa-
tiva entre os resultados obtidos para a remocao de Phe no
seu tempo 6timo de agdo, 2h (14%) e no tempo 6timo da
pancreatina, 5h (14,36%).

Além disso, observa-se nesta tabela que, dentre os
quatro tipos de enzimas testados, o EB foi o mais eficiente.
Assim, em relagdo ao EP, o percentual de remogao de Phe
usando o EB, nos dois valores de pH estudados (média de
39,64%), foi muito superior ao obtido com o EP (2,52%)).
Este resultado se deve, provavelmente, a qualidade da

TABELA 1 —Percentual de remogdo e teor final de fenilalanina dos hidrolisados protéicos de farinha de trigo

Hidrolisados Remocgao de Phe Teor final de Phe
(%) (mg Phe/100 g de HPFT)

1 (EP-1-pH 7,0; 70 °C; E:S 10:100; 1h30 min) 2,5¢ 15159

2 (EB -1-pH 6,0; 70 °C; E:S 10:100; 1h30 min) 37,4¢ 973,5¢

3 (EB-1-pH 8,0; 70 °C; E:S 10:100; 1h30 min) 41,94 904,24

4 (Bro -1—pH 8,0; 70 °C; E:S 4:100; 2 h) 14,0° 1331°

5 (Bro-1-pH 8,0; 70 °C; E:S 4:100; 5 h) 14,4f 1331,8"

6 (Panc - 1—pH 7,0 50 °C; E:S 4:100; 5 h) 42,54 893,9¢

7 (EB e Panc - ST—pH 8,0,70 °C; E:S 4:100 e 10:100; 1h30 min) 63,4° 562,0¢

8 (EB e Panc — SI — pH 8,0; 70 °C; E:S 4:100 ¢ 10:100; 5 h) 54,7° 703,9°f

9 (EB + Panc — SU; pH 8,0/7,0; 70/50 °C; E:S 10:100/4:100; 66,3 ° 522,40
1h30 min/3h30 min)

10 (Panc + EB - SU; pH 7,0/8,0; 50/70 °C; E:S 4:100/10:100; 499¢ 779,0¢

3h30 min/1h30 min)

HPFT = Hidrolisado protéico de farinha de trigo. EP = extrato purificado; EB = extrato bruto; Bro =bromelina; Panc = pancreatina; I
=acdo isolada; SI =ac¢ao simultanea; SU = acao sucessiva; Os valores referem-se ao teor de Phe, em matéria imida, nos hidrolisados.
Os resultados representam médias das trés repetigdes. Médias indicadas por letras iguais, na mesma coluna, nao diferem entre si

a 5% de probabilidade pelo teste de Duncan.
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atividade enzimatica presente no EB e que foi removida
no processo de purificagdo. O EB também foi bem mais
eficiente que a bromelina comercial no processo de re-
mocao de Phe (média de 39,64% ¢ 14,36%, respectiva-
mente). Por outro lado, ndo houve diferenca significativa
entre os resultados obtidos com o EB no valor de pH 8,0
(hidrolisado 3) e a pancreatina comercial (hidrolisado 6),
tendo sido encontrados os valores de 41,86 € 42,52% de
remogao ¢ 904,15 e 893,89 mg Phe/100 g de hidrolisado,
respectivamente. Assim sendo, estabeleceu-se a utiliza-
¢do do extrato enzimatico bruto, atuando no pH 8,0, e da
pancreatina comercial para o estudo do efeito dos outros
parametros hidroliticos sobre a remogao de Phe.

Nao foram encontrados na literatura estudos abor-
dando o efeito do tipo de enzima sobre a remog¢ao de Phe
da farinha de trigo ou de outro cereal.

Associacdo enzimatica simultanea

Os resultados apresentados na Tabela I indicam que
a associagdo simultdnea que empregou o tempo 6timo de
acdo do EB (hidrolisado 7), levou a maior remog¢ao de Phe
(63,41%), do que a que utilizou o tempo de 5 h de reacao
(hidrolisado 8 — 54,74%).

Nao foram encontrados na literatura trabalhos que
avaliaram o efeito da associa¢do enzimatica simultanea
sobre a remocgao de Phe da farinha de trigo ou de qualquer
outro cereal.

Associacao enzimatica sucessiva

A associacdo sucessiva foi conduzida de forma a
ter 5 horas como tempo maximo de hidrolise, a fim de se
evitar a contaminag@o microbiana (Chataud et al., 1988).
Ainda, neste tipo de associagdo, pode-se avaliar o efeito da
ordem de acao das enzimas sobre a remoc¢ao de Phe. Assim,
comparando-se os hidrolisados obtidos para os hidrolisados
9 (EB+ Pancreatina) e 10 (Pancreatina + EB), observa-se
na Tabela I que foi obtido maior percentual de remocao
(63,41%) e menor teor final de Phe (562,02 mg/100 g de
hidrolisado), quando o EB atuou primeiro, do que no caso
em que a ordem das enzimas foi invertida (54,74% de re-
mocao e 703,90 mg de Phe/100 g de hidrolisado).

Nao foram encontrados na literatura relatos sobre o
efeito da associagao sucessiva de enzimas sobre a remogao
de Phe da farinha de trigo ou de outro cereal.

Associacao enzimatica simultanea x sucessiva
Comparando-se os melhores resultados obtidos com
a associacao simultanea (hidrolisado 7 - 63,41%) e com
a sucessiva (hidrolisado 9 — 66,28%), observa-se que nao
houve diferenca significativa entre estes dois tipos de as-
sociagdo enzimatica, sendo que estes correspondem aos

valores mais elevados de remogdo de Phe. Nao foram en-
contrados dados na literatura que compararam o efeito da
associagdo enzimatica simultinea e sucessiva na remogao
de Phe de hidrolisados protéicos de farinha de trigo ou de
qualquer outra fonte protéica.

Associacao X Acao isolada

Para avaliar o efeito destes dois tipos de tratamento
enzimatico sobre a remog¢ao de Phe, pode-se comparar os
melhores resultados obtidos na associacao simultanea ou
sucessiva (hidrolisados 7 € 9 — média de 64,85%) com os
da acdo isolada (EB e pancreatina — hidrolisados 3 ¢ 6,
média de 54,18%). Estes valores demonstram a vantagem
da utilizacdo destas enzimas, em associacdo, simultanea
ou sucessiva, sobre a sua a¢ao isolada.

CONCLUSAO

O estudo empregando dois extratos enzimaticos
obtidos da casca de abacaxi (bruto e purificado) e duas
enzimas comerciais (bromelina e pancreatina), para hidro-
lisar as proteinas da farinha de trigo, assim como utilizan-
do o carvao ativado como meio adsorvente, mostrou ser
possivel reduzir o teor de Phe de 1555,13 mg Phe/100 g
para 522,44 mg Phe/100 g, o que corresponde a 66,28% de
remocao. Este resultado foi obtido utilizando a associagao
sucessiva do extrato enzimatico bruto, seguida da a¢ao da
pancreatina.
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