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RESUMO: A fenilcetonuria (PKU) classica é a doencga clinicamente mais encontrada dentro do grupo
de erros congénitos no metabolismo de aminoacidos. Essa enfermidade caracteriza-se pela
deficiéncia ou inatividade da enzima fenilalanina hidroxilase que converte a fenilalanina (Phe) em
tirosina. O tratamento da fenilcetondria é realizado quase que exclusivamente através de uma
alimentacao restrita de alimentos protéicos, e do controle na ingestdo de Phe. No Brasil, a baixa
disponibilidade de alimentos com teores reduzidos de Phe torna a dieta monétona, pouco atrativa e
de dificil ades&o. Os produtos especiais, a base de misturas de aminoéacidos livres, sédo geralmente
importados, apresentando elevado custo. Visando a proporcionar a introducao de novos alimentos na
dieta dos fenilcetondricos, este estudo foi realizado no intuito de desenvolver produtos a partir das
proteinas da farinha de trigo hidrolisadas com protease vegetal. Assim sendo, otimizou-se a obtencao
do extrato enzimatico bruto do abacaxi, caracterizando em relacdo a atividade enzimatica e
propriedades fisico-quimicas, utilizando-o no preparo de hidrolisados protéicos da farinha de trigo.
Para este fim, as partes do abacaxi (polpa, talo e casca) foram extensivamente estudadas em relagéo
ao teor protéico e respectiva atividade enzimética, a fim de se determinar com qual fracdo seria
elaborado o extrato bruto enzimatico. Ndo houve diferencas significativas na atividade proteolitica
entre a polpa e o talo, utilizando-se, entdo, este subproduto da agroinddstria do abacaxi em uma
relacdo enzima: substrato 2%, para a elaboracao dos hidrolisados de proteinas da farinha de trigo.

PALAVRAS-CHAVE: Alimentos especiais. Farinha de trigo. Fenilcetondria. Extrato enzimatico de
abacaxi. Hidrolisados protéicos.

ABSTRACT: The fenilcetonidria (PKU) classic is the illness more found inside of the group of
congenital errors in the amino acid metabolism. This disease characterizes for the deficiency or
inactivity of the fenilalanina enzyme hidroxilase that converts the fenilalanina (Phe) into tirosina. The
treatment of the fenilcetondria is carried through almost that exclusively through a restricted protein
food, and of the control in the ingestion of Phe. In Brazil, low the food availability with reduced of Phe,
becomes the monotonous, little attractive diet and of difficult adhesion. The products special, to the
base of free amino acid mixtures, generally are imported, presenting raised custo.In view to provide
the food introduction new in the diet of the fenilcetondricos, this study were carried through in intention
to develop products from hydrolisated proteins the flour of vegetal wheat with protease. Thus being, it
was optimized attainment of the rude enzymatic extract of the pineapple, characterizing in relation to
the enzymatic activity and properties physicist-chemistries. For this end, the parts of the pineapple
(pulp, stem and rind) extensively had been studied in relation to the protein content and respective
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enzymatic activity, in order to determine itself with which fraction would be elaborated the enzymatic
rude extract. It did not have significant differences in the activity between the pulp and the stem, using
itself then, this by-product of the industry of the pineapple, in a relation enzyme: substratum 2%, for
the elaboration of the hydrolisated ones of proteins of the wheat flour.

KEY WORDS: Phenylketonuria. Bromelain. Whey. Dietary supplement.

1 Introducdo

A fenilcetonaria (PKU) é o resultado de um erro inato do metabolismo, de
heranca autossdmica recessiva (MARTINS et al., 1993). Caracteriza-se por um defeito ou
deficiéncia da enzima fenilalanina hidroxilase, que é responsavel pela conversdo da
fenilalanina em tirosina. 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
deficiente, afetando o sistema nervoso (LOPEZ-BAJONERO et al., 1991; GREVE et al.,
1994; OUTINEN et al., 1996; ACOSTA et al., 1998; SHIMAMURA et al., 1999). O tratamento
para a PKU consiste numa dieta pobre em fenilalanina, que deve ser iniciada até o terceiro
més de vida do recém-nascido e mantida por toda a vida (LOPEZ-BAJONERO et al., 1991;
MARTINS et al., 1993; SHIMAMURA et al., 1999; MIRA & MARQUEZ, 2000).

Misturas de L-aminoacidos isentas de fenilalanina sdo essenciais para as
necessidades de pacientes com fenilcetonaria (ACOSTA et al., 1998), entretanto, por serem
importadas, essas formulacdes sdo de alto custo, além de resultarem em uma dieta
mondétona e pouco palatavel (MIRA & MARQUEZ, 2000). Uma boa alternativa para o
tratamento consiste no uso de formulacbes a base de hidrolisados protéicos isentos ou com
baixo teor de fenilalanina, pois apresentam melhor tolerancia, sabor e odor mais agradaveis,
menor osmolaridade, 0 que evita a diarréia osmaética causada pelo uso de aminoacidos
livres. Além disso, séo prontamente utilizaveis, pois os di- e tripeptideos provenientes da
hidrélise parcial de proteinas sdo absorvidos mais rapida e completamente que uma mistura
de aminoécidos livres, e sua producdo é economicamente mais vidvel do que as misturas
sintéticas de aminoacidos (COGAN et al., 1981; AUBES-DUFAU et al., 1995; MILUPA,
1995; MIRA & MARQUEZ, 2000).

Dado o grave problema econdmico e social do tratamento de pacientes com
fenilcetondria, a pesquisa deste trabalho foi direcionada para o desenvolvimento de uma
formulacdo dietética a base de hidrolisados protéicos, com baixo teor de fenilalanina,
utilizando-se como fonte de proteinas a farinha de trigo e o extrato bruto enzimatico de

abacaxi na producéo de proteinas hidrolisadas.



Existem, na literatura, diversos trabalhos sobre as propriedades da bromelina
extraida de plantas de abacaxi. O uso de bromelina é variado, sempre fundamentado em
sua propriedade proteolitica (BALDINI et al, 1993).

Considerando-se que o Brasil € um grande produtor de abacaxi, ocupando a
primeira posicdo na América do Sul e o terceiro lugar no ranking mundial, estabeleceu-se a
utilizacdo da bromelina do abacaxi na obtencdo dos hidrolisados protéicos da farinha de
trigo.

O abacaxi fruto é a parte comercializdvel da planta, porém, esta porcdo
representa somente 23% do total da planta, enquanto que o restante, formado por
caule,folha, casca, coroa e talos, é considerado residuo agricola e ndo tem sido
devidamente aproveitado, resultando em perdas econdmicas.

Trabalhos ja realizados demonstram que estes residuos apresentam teores
representativos de carboidratos, proteinas e enzimas proteoliticas que possibilitam a sua
utilizagdo industrial como matéria-prima para a obtencdo de bromelina, amido, fibras, alcool
etilico e racao animais (BALDINI et al, 1993).

O objetivo geral do presente trabalho consiste em desenvolver uma formulacéo a
partir da farinha de trigo, contendo as proteinas panificaveis deste cereal, hidrolisadas com o
extrato bruto enzimético do abacaxi e outras enzimas comerciais, apresentando baixo teor

de fenilalanina, a ser utilizada em dietas de fenilcetonuricos.

2 Proteases de origem vegetal

As enzimas proteoliticas vegetais sdo a papaina, a ficina e a bromelina,
apresentando a mesma faixa de pH 6timo de acgéo, variando entre 7,0 e 8,0 (BELITZ &
GROSCH, 1992). A papaina é obtida a partir do latex que flui por inciséo no fruto ainda n&o
maduro do Carica papaya (EVANGELISTA, 2000). A ficina € obtida a partir do latex do Ficus
sp, que abrange diferentes tipos de figueiras tropicais. Tanto a ficina quanto a bromelina

apresentam as mesmas fun¢des da papaina (EVANGELISTA, 2000).

2.1 A Bromelina

A) Fonte: o abacaxizeiro

O abacaxizeiro é uma angiosperma, monocotiledénea, da familia Bromeliaceae,

género Anands, espécie Ananas comosus e que possui cultivares de interesse agricola,



dentre eles o cv. Smooth Cayenne, o mais cultivado mundialmente. Planta herbacea perene,
produz uma fruta inica em uma inflorescéncia terminal.

O abacaxizeiro produz frutos de sabor e aroma aceitaveis no mundo todo. O
Brasil € um grande produtor de abacaxi, ocupando a primeira posicdo na América do Sul e o
terceiro lugar no ranking mundial, sendo conhecidas cinco espécies de Ananas e uma de
pseudoananas. Dentro da espécie Ananas comosus, estdo incluidos todos os cultivos de
interesse agricola sendo o Pérola e o Smooth Cayenne (Santos 1995) os principais
cultivados no Brasil.

A planta é propagada vegetativamente, podendo-se usar para o plantio mudas
de vérios tipos. A demanda do material produtivo € muito grande, jA que para o plantio de
um hectare sdo necessarios de 35.000 a 70.000 mudas, dependendo do espagcamento
usado. Por outro lado, a taxa média de producdo de mudas por planta é relativamente
pequena, variando de 3 a 6 mudas ao final de 18 meses de cultura. Desta forma, um
problema sério para os agricultores é a disponibilidade de mudas sadias e de boa qualidade
(Santos, 1995).

O modo usual e natural de propagacdo do abacaxizeiro € através de mudas
como coroa, filhote e rebentdo. A coroa (tufo de folhas no pice da fruta) proporciona uma
plantagdo homogénea, de florescimento uniforme, mas é pouco utilizada, pois geralmente
acompanha a fruta em sua comercializacao “in natura”. Os filhotes, que séo as brotacdes do
pedunculo, sdo bastante usados em plantios, por estarem disponiveis em maior quantidade.
Os rebentdes, que séo as brotacdes do talo, sdo os tipos de muda mais usados no caso do
cv S. Cayenne, cuja producao de filhotes € pequena (CHITARRA & CHITARRA, 1990).

O abacaxi fruto é a parte comercializavel da planta, porém, esta porcdo
representa somente 23% do total da planta, enquanto que o restante, formado por
caule,folha, casca, coroa e talos é considerado residuo agricola e ndo tem sido devidamente
aproveitado, resultando em perdas econbmicas. Para o aproveitamento destes residuos,
sem perdas de qualidade quimica, € necesséario que se faga a colheita e se estabelegcam
condicbes ideais de armazenamento com a temperatura e umidade relativa controladas,
permitindo retardar o processo vital do produto, através da redug¢do do seu metabolismo,
sem, contudo, alterar a sua fisiologia (CHITARRA & CHITARRA, 1990). A maioria dos
produtores rurais ndo dispde de tecnologias adequadas de armazenamento, que deve ser
feito em atmosfera fresca e ventilada. Desta forma, grande parte destes residuos agricolas
séo perdidos (SANTOS, 1995).

Trabalhos ja realizados demonstram que estes residuos apresentam teores
representativos de carboidratos, proteinas e enzimas proteoliticas, que possibilitam a sua
utilizacao industrial como matéria-prima para a obtengcdo de bromelina, amido, fibras, alcool

etilico e ragcdo animais (BALDINI et al, 1993).



B) Caracteristicas da enzima

A Bromelina (EC 3.4.22.4) é uma enzima proteolitica encontrada no abacaxizeiro
e em outras espécies de plantas da familia Bromeliaceae. Esta presente na fruta e na
planta, principalmente no caule. Em 1891, foi estabelecida a existéncia da bromelina como
uma enzima protéica digestiva por MARCANO, quimico venezuelano, estudando sua
atividade a partir do suco de abacaxi (BALLS et al.,, 1941). Os estudos envolvendo a
producdo de bromelina em escala industrial concentram-se na sua obtencdo a partir do talo
do abacaxizeiro, por este ser um subproduto de sua exploracéo.

A atividade proteolitica é o principal parametro de avaliacdo da qualidade e do
valor comercial da bromelina. O preco no catalogo da Sigma (2000) de um preparado
parcialmente purificado € de cerca de US$450/Kg e o pregco da enzima usada
industrialmente € em média 20% menor que este (MEINIG, 1999). O valor comercial
aumenta a medida que aumenta sua pureza e, consequentemente, a sua atividade.

Comparando-a com outras proteases, como a papaina, a bromelina € de mais
facil obtencéo e aparece em maiores quantidades, em razao de sua presenca na fruta e na
planta do abacaxi. Entretanto, a quantidade produzida ainda é pequena em relagdo as
necessidades de mercado, o que a torna um produto de alto valor comercial, que nédo é
produzido no Brasil (PIZA et al, 1997).

A bromelina esta incluida na classificacdo das hidrolases. As proteinases sao
todas as hidrolases capazes de romper a ligagdo peptidica, separando proteinas e
aminodcidos. A especificidade das proteinases € ampla e classificada de acordo com seu
sitio ativo em 3 grupos principais: serina proteinase, acido aspartico proteinase e cisteina
proteinase, sendo que a bromelina se enquadra neste ultimo grupo (SANTOS, 1995).

Segundo ROWAN et al. (1988), existem dois tipos distintos de bromelina do
abacaxi, a do talo subterraneo e a da fruta, que diferem basicamente na sequéncia de
aminoacidos de sua composi¢do, sendo imunologicamente diferentes, certamente produtos
de genes distintos. A bromelina produzida e utilizada industrialmente € uma mistura das
duas.

A bromelina do talo tem peso molecular de aproximadamente 28000 daltons; é
cerca de 1,5 vezes maior em tamanho quando comparada com a papaina. E uma
glicoproteina que tem um oligossacarideo por molécula o qual é covalentemente ligado a
cadeia peptidica. A enzima possui um grupo sulfidril (SH) por molécula que é essencial para
a sua atividade catalitica. O aminoécido terminal é um residuo de valina. A enzima

purificada obtida a partir de procedimentos de rotina mostrou 60 a 70% de atividade quando



em testes com a hidrolise de caseina na auséncia de ativadores da reacdo. A especificidade
da enzima é considerada ampla, uma vez que hidrolisa varios substratos sintéticos.

A bromelina extraida do suco do abacaxi possui maior atividade proteolitica do
que a extraida do talo, aproximadamente metade da proteina presente na fruta é encontrada
na principal protease, a bromelina. A bromelina do fruto € uma proteina acida e seu ponto
isoelétrico foi determinado por focalizacdo isoelétrica como pH 4,6, com mudancas
conformacionais irreversiveis em valores de pH maiores que 10,3 (MURACHI, 1976).

De acordo com MURACHI (1970), a bromelina da fruta tem peso molecular de
31000 daltons, possui menor concentracao de lisina, arginina e histidina e o aminoacido
terminal € um residuo de alanina. Alguns estudos revelaram que a enzima ndo esta
presente nos primeiros estadios de maturacdo da fruta, entretanto, seu nivel aumenta
rapidamente, mantendo-se elevado até o amadurecimento, quando decresce ligeiramente. A
gueda marcante na atividade da protease durante o periodo final da maturacdo ndo é
acompanhada por uma mudanga correspondente na concentracdo de proteina e parece
razoavel supor que os aminoacidos componentes da bromelina sejam utilizados para formar
outra proteina com fungdo metabdlica diferente, como a enzima produtora de sabor e
aroma, uma vez que 0s constituintes volateis responsaveis pelo aroma sdo formados
quando a atividade da protease esta diminuindo. Observa-se neste periodo, quando os
ésteres volateis estdo sendo elaborados, que ha o aparecimento de metionina no suco da
fruta (BALDINI et al, 1993).

A matéria prima mais empregada para obtencdo de bromelina sdo os talos
maduros de abacaxizeiros, utilizando-os apos a colheita das frutas, no entanto, podem ser
utilizadas também folhas, suco, cascas e residuos. A bromelina aparece em maior
concentracao na porcao inferior dos talos de plantas maduras. A porcdo central do talo
contém mais proteases do que a por¢ao mais externa (BALDINI et al, 1993). J4 HEINICKE &
GORTNER (1957) afirmaram que os talos imaturos mais novos e suculentos ndo possuem
ou apresentam baixos teores de bromelina.

Na farmacologia, segundo MEINIG (1999), o primeiro efeito da bromelina
relatado foi como digestivo, substituindo a pepsina e a tripsina em tratamentos de
insuficiéncia pancreatica. E utilizada também no tratamento de cardiopatias, artrite
reumatéide, traumas cirdrgicos, edemas, sinusites; devido, principalmente, a sua
capacidade de facilitar a coagulagdo sanguinea, diminuindo os edemas e também por
apresentar um efeito antiinflamatério. Faz parte de componentes ativos de farmacos que
ativam a circulacdo sanguinea e respiragdo, pois suprimem os depdsitos protéicos em veias
e artérias. Nas terapias contra o cancer, é utilizada no aumento de lises de células
cancerosas. Recentemente, tem sido relatado que as proteases extracelulares tém um papel

especifico regulatério na modulagdo da resposta imune e também pode agir como



sinalizadoras em processos de mutagéneses (MYNOTT et al, 1999). A bromelina promove o
aumento nos niveis de antibidticos quando administrada concomitantemente a eles
(WINTER, 1990).

E empregada também nas indlstrias de alimentos, no amaciamento de carne,
pois degrada suas proteinas conjuntivas, tornando possivel seu amaciamento; na producao
de biscoitos a partir de farinhas de trigo com alto teor protéico; na producdo de ovos
desidratados; na preparacdo de leite de soja e isolados protéicos; nas cervejarias, para
clarificacdo da cerveja, hidrolisando certos complexos proteinas-taninos, formados durante a
fermentacio (FREIMAN & SRUR, 1999). E ainda empregada no tratamento de couros, nas

indUstrias téxteis para amaciamento de fibras e também na producéo de detergentes.

3 Hidrolise enzimatica de proteinas

3.1 Importancia

A hidrdlise de proteinas pode ser catalisada por &cidos, bases, ou enzimas. A
hidrélise &cida ou alcalina € totalmente inespecifica; pode destruir aminoacidos como
triptofano, lisina, treonina e causar a racemizacdo da maioria dos aminoacidos,
comprometendo o valor nutricional da proteina (ADLER-NISSEN, 1985).

Os processos quimicos ndo sdo facilmente aceitos, principalmente devido a
crescente preocupacdo do consumidor quanto a seguranca alimentar. No tratamento
enzimatico utilizando-se proteases especificas, podem-se citar algumas vantagens sobre a
hidrélise alcalina ou &cida, entre elas: especificidade, controle do grau de hidrdlise,
condicbes moderadas de acdo, menor conteddo de sal no hidrolisado final e formacao
minima de subprodutos (CHEFTEL et al., 1989; MANNHEIM & CHERYAN, 1992; PEARCE,
1995). A hidrélise enzimatica, ainda, da origem a oligopeptideos que nutricionalmente séo
superiores e apresentam elevado potencial para o preparo de formulacdes hipoalergénicas
(ANANTHARAMAN & FINOT, 1993). Além disso, como as enzimas podem ser empregadas,
geralmente, em concentracdes muito baixas, sua remocdo do sistema da reacdo é
freqlientemente desnecessaria ou mais facil do que para outros catalisadores, os quais
devem ser utilizados em concentra¢ces maiores (REED, 1975).

O processo de hidrélise enzimatica tem se destacado na melhoria das
propriedades funcionais das proteinas, tais como solubilidade, poder emulsificante, textura,
tendo grande aplicabilidade em varios produtos alimenticios (ABERT & KNEIFEL, 1993). As
proteases tém sido utilizadas para a modificagdo de proteinas, como na hidrélise de soja e

outros vegetais, para a solubilizagéo de concentrados de peixes, amaciamento de carnes,



hidrélise de caseina, na melhoria da textura de queijos, aumentando, assim,
significativamente, a qualidade e o valor dos produtos in natura (CHEFTEL et al., 1989).

Além da melhoria das propriedades funcionais e organolépticas, € possivel
aumentar o aproveitamento nutricional das proteinas pelo tratamento enzimatico. Um dos
principais critérios na caracterizacdo de um hidrolisado para utilizacdo dietética é sua
distribuicdo quanto ao tamanho dos peptideos, pois se sabe que o comprimento da cadeia
peptidica influencia a taxa de absorcdo (VIJAYALAKSHIMI et al., 1986). Diversos autores
tém demonstrado que férmulas contendo um elevado teor de oligopeptideos, especialmente
di- e tripeptideos, séo utilizadas mais efetivamente do que uma mistura equivalente de
aminodcidos livres, apresentando, assim, um maior valor nutritivo (HARA et al., 1984;
KEOHANE et al., 1985; SILVESTRE et al., 1994a).

Uma desvantagem encontrada no processo de hidrélise enzimatica é o
desenvolvimento de gosto amargo no decorrer da catalise, o qual parece estar relacionado a
liberacdo de aminoacidos hidrofébicos que se encontravam no interior das moléculas
protéicas. Esta caracteristica representa um dos principais obstaculos na aplicacdo
generalizada dos hidrolisados (ADLER-NISSEN, 1981; MINAGAWA et al., 1989).

4 Importancia nutricional dos hidrolisados protéicos

Desde 1940, os hidrolisados protéicos vém sendo utilizados com finalidades
terapéuticas para a manutencdo do estado nutricional de pacientes impossibilitados de
digerir proteinas. Entretanto, na década de 1970, esta utilizacdo registrou expressivo
crescimento, que continua ao longo dos ultimos anos, tanto por seus aspectos nutricionais e
clinicos, como pela melhoria das propriedades funcionais das proteinas (CANDIDO, 1998).

Os hidrolisados geralmente sdo destinados a trés grandes grupos: (1)
formulacdes infantis para criancas que apresentam alergia a proteina intacta ou algum
problema causado por um erro inato do metabolismo; (2) formulacdes especiais para adultos
com funcdo gastrointestinal prejudicada ou doencas em o6rgdos especificos; e (3)
suplementos nutricionais para facilitar a assimilacdo de nitrogénio (MAHAN et al. 1998;
MIRA & MARQUEZ, 2000).

O valor nutricional dos hidrolisados estéa diretamente relacionado a natureza da
proteina de origem, que devera ser de alto valor nutricional e ao método de hidrélise que
possibilite a obtencdo de peptideos de pesos moleculares diferentes (GRIMBLE et al., 1986;
SILVESTRE et al., 1994a,b).

Vérios trabalhos comparam a absor¢do entre os aminoacidos originados de

hidrélise enzimatica parcial de proteinas com uma mistura equivalente de aminoacidos



livres. A velocidade de absorcao intestinal de aminoacidos é consideravelmente maior para
solugBes contendo somente di- e tripeptideos ou proteina parcialmente hidrolisada, do que
aquelas constituidas apenas de aminoacidos livres (ADIBI & MORSE, 1971; ADIBI &
SOLEIMANPOUR, 1974; KEOHANE et al., 1985). HARA et al. (1984) compararam em ratos
a absorcdo intestinal de aminoacidos de um hidrolisado enzimético de clara de ovo com uma
mistura equimolar de aminoéacidos livres e observaram que a eficiéncia de absorcdo do
hidrolisado foi de 70% a 80% superior, apresentando, assim, uma melhor qualidade
nutricional. O estudo do mecanismo de absorcédo intestinal sugere que a taxa de absorcéo
de aminoécidos livres é menor do que aquela dos pequenos peptideos, porque na absorcao
de di- e tripeptideos a competicdo entre aminoacidos, que compartilham o mesmo sistema
de transporte, é parcial ou completamente eliminada (GRIMBLE et al., 1989). A baixa
osmolaridade das solugBes constituidas, principalmente, por di- e tripeptideos as tornam
melhor toleradas pelos individuos com reduzida absorcdo, em relagdo as solucdes de
aminoacidos livres. Para a producdo de férmulas dietéticas, a osmolaridade ndo deve
ultrapassar 300 mOsm/L, ou seja, a osmolaridade 6tima fisiolégica do plasma sanguineo
(FURST et al., 1990; GONZALES-TELLO et al., 1994).

Proteinas e peptideos de elevado peso molecular freqlentemente causam
alergias. Com isso, é crescente o uso de formulas preventivas ou terapéuticas contendo
hidrolisados parciais de proteina, ja que o decréscimo no tamanho dos peptideos tem
relacdo direta com a diminuicdo da imunogenicidade (TAKASE et al., 1979). Assim, os
hidrolisados de caseina sdo usados na fabricagdo de alimentos especiais para recém-
nascidos prematuros, em férmulas para criancas que apresentam diarréia, gastroenterite,
mal-absorcao e fenilcetonuria (SMITHERS & BRADFORD, 1991).

Outro emprego de hidrolisados protéicos é na complementacdo alimentar de
certas patologias, em que a alimentagcdo por via oral ndo é possivel. Nestas situacdes, a
ingestdo de alimentos é insuficiente, estando prejudicadas a digestdo e a absorcédo
intestinais, fazendo com que a dieta normal se torne ineficaz ou mesmo inadequada
(CUTHBERTSON, 1950).

O tratamento clinico e nutricdo enteral de pacientes com desordens especificas
de digestdo como fibrose cistica ou de absorcdo e metabolizacdo de aminoacidos utiliza
proteinas pré-digeridas. Uma mistura de hidrolisados protéicos, além de ser vantajosa do
ponto de vista nutricional, € consideravelmente menos onerosa que uma mistura de
aminoacidos sintéticos (AUBES-DUFAU et al., 1995). Assim, segundo COGAN et al. (1981),
uma outra vantagem relacionada ao uso dos hidrolisados protéicos refere-se a sua producao
economicamente mais viavel do que as misturas sintéticas de amino&cidos. Entretanto,
cabe, ainda, ressaltar a importancia clinica da utilizacdo de uma formulagéo especial de alto

valor nutricional e com baixa concentracdo de Phe para o desenvolvimento neuropsicomotor



normal de pacientes afetados pela PKU, justificando, portanto, todos os custos operacionais
necessarios a sua producao.

De acordo com GONZALES-TELLO (1994), os hidrolisados protéicos, para uso
em dietas especiais, devem apresentar as seguintes caracteristicas: alto teor de di- e tri-
peptideos, massa molecular média de 500 Da, para controlar a osmolaridade, e ndo devem
conter peptideos com massa superior a 1000 Da. Além disso, o valor nutricional dos
hidrolisados protéicos depende do seu teor em pequenos peptideos contendo determinados
aminodcidos que na forma livre apresentam problemas com relacdo a estabilidade e
solubilidade. A tirosina e a cistina sdo pouco soluveis, a glutamina e a cisteina séo instaveis
em solucéo e facilmente destruidas durante as etapas de esterilizacdo e armazenamento.
Entretanto, sob a forma de di- e tripeptideos, estes aminoacidos apresentam boa
solubilidade e estabilidade, o0 que mostra a importancia do isolamento destes peptideos de
hidrolisados protéicos (FURST et al., 1990; ANANTHARAMAM & FINOT, 1993).

5 Métodos de remocéo da fenilalanina

Considerando que a Phe esta presente em todas as proteinas de origem animal
e vegetal na proporgcédo de 3 a 6% (OUTINEN et al., 1996), varios métodos para remogao
deste aminoacido foram desenvolvidos no Japdo na década de 1970, visando ao
desenvolvimento de formulagfes especiais com baixa concentracéo de Phe.

Diversos laboratérios produziram peptideos com baixos teores de Phe em escala
laboratorial ou em projetos piloto. A remogéo da Phe pode ser realizada por técnicas e
procedimentos diferenciados, como o uso de carvdo ativado, da peneira molecular e da
cromatografia de troca i6nica. A desaminagdo com a enzima fenilalanina amoénia liase
também ¢é sugerida. A escolha do procedimento deve sempre considerar a relacdo
custo/eficiéncia (ARAI et al., 1986; ADACHI et al., 1991; LOPEZ-BAJONERO et al., 1991;
MOSZCZYNSKI & IDIZIAK, 1993).

Os métodos mais usados envolvem uma hidrolise acida ou enzimatica de uma
proteina de alto valor biologico, seguida de um tratamento com carvao ativado ou com
resina de troca idnica. A reacdo com plasteina, que consiste na condensacdo peptideo-
peptideo, é util para a remocdo do paladar amargo e para a incorporacdo de tirosina e
triptofano parcialmente perdidos durante a hidrélise enzimatica (MIRA & MARQUEZ, 2000).

OUTINEN et al. (1996) utilizaram endopeptidases e exopeptidases para
promover a hidrélise enzimatica e a Phe foi separada da mistura por cromatografia em gel.

LOPEZ-BAJONERO et al. (1991) relataram que a hidrdlise enzimatica parece ser

a alternativa mais viavel para preparar produtos com baixos teores de Phe, tanto pelo



aspecto econdmico quanto pelo menor dano aos aminoacidos associados em comparacgao
as hidrdlises acidas ou alcalinas. Estes autores desenvolveram um método para a remocao
de Phe de hidrolisados enzimaticos de leite em p6 deshatado e caseinato, utilizando,
primeiramente, uma protease produzida pelo Aspergillus oryzae e, em seguida, a papaina.
O hidrolisado foi tratado com carvao ativado, sendo constatada uma remocéo de 92% da
Phe. Os autores sugerem a reacdo de plasteina, assim como a eliminacdo de Phe pela
desaminacéo com fenilalanina amobnia lyase.

DE HOLANDA & VASCONCELOS (1989) desenvolveram um método em que a
Phe foi removida de um hidrolisado 4cido de caseina com a resina de adsor¢cao XAD-4. Este
tratamento reduziu o percentual de Phe na caseina de 3,42% para 1,35%. Entretanto este
teor ndo é suficientemente baixo para ser utilizado por pacientes com PKU.

LOPES et al. (2003a,b), empregando o carvao ativado em bequer, removeram
de 96% a 99% de Phe de hidrolisados protéicos de leite em p6d desnatado, obtidos pela acao
da papaina e de uma protease do Aspergillus oryzae. Os métodos, que satisfazem a
producéo industrial para a remog¢ao de Phe de hidrolisados protéicos, devem ser préticos, de
facil reproducdo, ter custo/beneficio adequados, apresentar uma reconstituicdo e utilizagéo

viaveis, além de resultarem em produtos palataveis.

6 Métodos de determinacédo do teor de fenilalanina

Além da utilizacdo de um analisador de aminoacidos, a dosagem de Phe pode
ser realizada por cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) (KEOHANE et al., 1985;
GRIMBLE et al., 1989), pelo emprego de um sensor enzimatico de membrana, "enzyme
membrane sensor” (SHIMAMURA et al., 1999) ou por cromatografia liqlida de alta eficiéncia
hidrofilica (CARREIRA et al., 2002).

7 Metodologia
7.1 Processamento da amostra

Os frutos do abacaxi coletados na plantacdo de Presidente Olegario foram
encaminhados ao laboratério de Bromatologia do UNIPAM, onde foram lavados e separados
em casca, talo e polpa. Em seguida, foram processados no multiprocessador Walita,

filtrados em gaze e armazenados a — 18°C .



7.2 Precipitagao isoelétrica

A precipitacdo isoelétrica da Bromelina foi realizada em diferentes pHs
utilizando-se os extratos do abacaxizeiro obtidos a partir da polpa, talo e casca. O ajuste do
pH foi realizado empregando-se as solu¢cBes de &cido lactico, acido citrico e hidréxido de
sddio, de acordo com as caracteristicas inicias dos extratos utilizados. Para cada extrato,
promoveu-se a precipitacao isoelétrica em 7 valores de pHs, a fim de se determinar o ponto
isoelétrico da bromelina presente nas diversas fracdes do abacaxizeiro. Apés 0 ajuste de
pH, utilizando-se o potencidbmetro, as amostras foram centrifugadas a 10000 rpm, durante
10 minutos, desprezando-se o sobrenadante e o precipitado foi lavado com agua destilada
por 3 vezes consecutivas, centrifugando-se a 5000 rpm, por 15 minutos no total. O
precipitado obtido foi armazenado a -18°C, sendo utilizado para determinacdo da atividade
proteolitica da bromelina assim obtida. Este procedimento foi realizado no laboratorio de
Bromatologia da Faculdade de Farméacia da UFMG, sob a supervisdo da Profa. Dra.

Marialice Pinto Coelho Silvestre.

7.3 Determinacdo de proteina (bradford)

O teor de proteina obtido nos 7 diferentes valores de pH’s para cada fracéo foi
calculado através do método de Bradford, empregando-se a curva padrdo preparada com

soroalbumina bovina (BSA).

7.4 Determinagao da atividade enzimatica

A atividade enzimatica foi determinada de acordo com o método descrito por
MURACHI (1970) e BALDINI et al (1993) através da hidrélise enzimatica da caseina a 1,2%
(p/v) pH 6,0 a 35°C por 20 min, seguindo-se a precipita¢cido do substrato ndo hidrolisado com

solugéo de acido tricloroacético (TCA) a 5%.

8 Resultados e discussao

Determinacdo de proteina (BRADFORD): O maior teor de proteina da Polpa foi
encontrado no pH 4,6, determinando-se assim o pl da bromelina da polpa do abacaxi; o
maior teor de proteina do Talo foi no pH 4,0, determinando-se assim o pl da bromelina do
talo do abacaxi; 0 maior teor de proteina da Casca foi observado no pH 5,0, determinando-

se assim o pl da bromelina da casca do abacaxi.



Os resultados da determinagdo da atividade enzimatica ndo apresentaram
diferencas significativas entre o extrato obtido da polpa no pH 4,6, utilizando-se a relacao
E:S 5% e os resultados para o talo no pH 4,0, seguindo-se a relacdo E:S de 2%. Sugere-se,
assim, o emprego de um extrato bruto enzimatico obtido a partir do talo, no pH 4,0, para a
producdo de hidrolisados protéicos da farinha de trigo. Este seria um efeito positivo, visto
que utilizaria residuo da agroinddstria do abacaxi, reduzindo os custos de uma formulacao

destinada aos fenilcetonuricos.

9 Conclusao

Na preparacédo de hidrolisados de proteinas da farinha de trigo, 0 emprego do extrato
enzimatico de abacaxi obtido apenas do talo contribuira para a elaboracdo de formulacfes

dietéticas especiais, de adequado valor nutritivo e baixo custo.
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