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INTRODUCAO

Hidrolisados protéicos tém sido usados em dietas

Cristina de Oliveira, Marialice Pinto Coelho Silvestre*

Faculdade de Farmacia, Universidade Federal de Minas Gerais

Hidrolisados protéicos com baixo teor ou isentos de fenilalanina
(Phe) tém sido empregados em formulagoes para fenilcetonuricos.
Varias condicoes de hidrolise enzimdtica tém sido propostas na
literatura para promover a liberagdo de Phe e, assim, facilitar sua
remogdo posterior. Neste trabalho, a espectrofotometria derivada
segunda (EDS), um método analitico rapido, simples e de custo
relativamente baixo, foi utilizada, inicialmente, para a
caracterizagdo dos aminodcidos aromaticos e, em seguida, para a
determinag¢do do grau de exposi¢do da Phe em diferentes
hidrolisados de caseina, obtidos pela a¢do da papaina. Os
resultados obtidos indicam que o hidrolisado preparado a
temperatura de 37 °C, relagdo enzima/substrato de 4%, pH 7,5,
foi o que apresentou o maior grau de exposi¢do da Phe, sendo o
mais indicado para a preparacdo de dietas para fenilcetonuricos.
Com relacdo a caracterizacdao dos aminodcidos aromaticos, o
emprego da EDS permitiu a separa¢do dos picos de tirosina (Tyr)
e triptofano (Trp), em pH 13,0. Além disso, observou-se semelhan¢a
entre os espectros de derivada segunda das solugoes contendo
somente os aminodcidos aromdticos e dos hidrolisados de caseina.
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dividuos com dificuldade de absor¢ao (Furst et al., 1990;

Gonzalez-Tello et al., 1994).

para individuos que ndo podem ingerir proteinas intactas
(Silvestre, 1997) e sdo, também, a base de suplementos
dietéticos para diversas finalidades. A qualidade
nutricional destes hidrolisados esté relacionada aos seus
conteudos em peptideos de baixo peso molecular, especi-
almente di- e tripeptideos, visto que estes sdo absorvidos
mais rapidamente do que aminodacidos livres (Silvestre et
al., 1994; Shimamura et al., 1999). Além disso, apresen-
tam menor osmolaridade, sendo melhor tolerados por in-

No caso de fenilcetonuricos, a terapia nutricional
consiste na restricao da ingestdo de fenilalanina (Phe) ao
minimo requerido, empregando-se misturas de
aminoacidos livres (Mahan, Arlin, 1994; Dutra de Olivei-
ra, 1998) ou hidrolisados protéicos, contendo baixo teor
deste aminoacido aromatico (Tesmer et al., 1998). Varias
condicdes de hidrolise enzimatica tém sido propostas na
literatura para promover a liberacao de Phe e, assim, faci-
litar sua remogao posterior (Lopes-Bajonero ef al., 1991;
Moszczynski, Idiziak, 1993; Outinen ef al., 1994).
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Os aminoacidos aromaticos (tirosina, triptofano e
fenilalanina) apresentam bandas de absor¢ao caracteristi-
cas na regido do ultravioleta, entre 240 ¢ 310 nm
(Ichikawa, Terada, 1977; Cahill, Padera, 1980; Ichikawa,
Terada, 1981; Miclo et al., 1995). A espectrofotometria
derivada segunda (EDS) tem sido utilizada para separar o
complexo espectro de absorc¢ao de proteinas nas contribui-
¢oes individuais dos trés aminoacidos aromaticos, sendo
considerado um método simples, rapido e de custo relati-
vamente baixo, para mostrar diferencas espectrais entre
proteinas nativas e desnaturadas (Ragone et al., 1984).

A EDS pode também ser empregada para a quan-
tificagdo de aminoéacidos aromaticos nas misturas de
aminoacidos livres. Entretanto, neste caso, este método apre-
senta algumas dificuldades devido a similaridade dos espec-
tros da Tyr e do Trp, em pH 7.0 e a interferéncia que exercem
sobre as fracas bandas de absor¢ao da fenilalanina (Ichikawa,
Terada, 1981; Miclo et al., 1995). Para solucionar este proble-
ma Ichikawa, Terada (1981) propuseram utilizar a EDS em
pH 13,0, uma vez que neste valor de pH o espectro da Tyr
altera-se devido a dissociagao de seu grupo OH fenolico,
melhorando a defini¢ao dos picos de Tyr e Trp.

Com relacao a analise de hidrolisados protéicos, a EDS
foi empregada pela primeira vez por Silvestre et al. (1993),
tendo se revelado como um método 1til para se avaliar a
pureza de hidrolisados comerciais, indicando a adi¢do de
aminoacidos livres, de proteinas nativas ou mesmo de
hidrolisados com diferentes graus de hidrolise. Além disso,
estes autores demonstraram que a intensidade dos picos, no
espectro de derivada segunda de proteinas e peptideos, esta
relacionada com a exposi¢ao dos aminoacidos aromaticos,
sendo tanto maior quanto mais proximo o grupamento aro-
matico estiver da posi¢ao C- ou N-terminal. Assim sendo,
pensou-se neste trabalho em utilizar a EDS como método de
triagem de hidrolisados protéicos, indicando as condigdes de
reagdo que levaram a maior exposi¢do da Phe. Estes prepa-
rados enzimaticos seriam os escolhidos para uma posterior
remocao de Phe, visando ao preparo de formulagdes
dietéticas para fenilcetonuricos. Foi realizado, inicialmente,
um estudo aprofundado dos espectros de derivada segunda
dos aminoacidos aromaticos, em pH 7,0 € 13,0 e, em segui-
da, empregou-se a EDS para avaliar o grau de exposicao de
Phe em hidrolisados de caseina, obtidos pela a¢ao da papaina.

MATERIAL E METODOS
Material
Os aminoacidos L-fenilalanina (P2126), L-tirosina

(T3754), L-triptofano (T0254) e a caseina bovina (C7078)
foram adquiridos da Sigma Chemical Co. (St.Louis, MO,
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EUA). A papaina foi gentilmente cedida pela BIOBRAS
(Montes Claros, MG, Brasil).

Métodos
Preparo dos hidrolisados de caseina

Foram preparados cinco hidrolisados protéicos. As
solucdes de caseina a 0,125% (p/V) em tampao fosfato
0,01 mol/L (pH 6,5 e 7,5) foram, inicialmente, pré-
aquecidas em banho-maria, a 90 °C, por 30 min. Posteri-
ormente, a temperatura foi ajustada para cada caso ¢ a
papaina foi adicionada numa dada concentragdo, de ma-
neira a obter a relacdo enzima/substrato (E:S) desejada. O
tempo total de hidrolise foi 5 h. Os produtos assim obtidos
foram liofilizados. Todos os parametros das reacdes estao
apresentados na Tabela I.

TABELA | - Parametros hidroliticos empregados no
preparo dos hidrolisados de caseina pela papaina

Hidrolisados ~ Temperatura (°C) pH  E:S (%)
H1 37 7,5 4
H2 37 7,5 2
H3 40 7,5 4
H4 37 6,5 4
H5 60 7,5 4

E:S = relacdo enzima:substrato

Padronizagao do método espectrofotométrico de
derivada segunda

* Preparo da mistura de Tyr e Trp na presenca de Phe

Solugdes estoques de Phe (9,6 x 10~ mol/L), Tyr
(7,0 x 10° mol/L) e Trp (1,3 x 10~ mol/L) foram prepara-
das em tampao fosfato de potassio monobasico 0,01 mol/L,
pH 13.0. A partir de mistura contendo 10 mL de cada so-
lucdo, foram feitas dilui¢cdes sucessivas, de forma a se
obter concentragdes de Tyr na faixa de 4,23 a 21,2 x
10°mol/L, e de Trp, variando de 7,38 a 36,9 x 10”7 mol/L.

* Preparo da mistura de Phe na presenca de Tyr e Trp

Solugdes estoques dos aminoacidos aromaticos fo-
ram preparadas em tampdo fosfato de potassio
monobasico 0,1 mol/L, pH 7,0, nas seguintes concentra-
¢oes: Phe: 6,05 x 10* mol/L; Tyr: 5,52 x 10* mol/L e Trp:
4,90 x 10 mol/L. Em seguida, fez-se mistura com 10 mL
de cada solugdo, a partir da qual foram feitas diluigoes
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sucessivas, de forma a se obter concentra¢des de Phe va-
riando de 0,34 a 2,02 x 10* mol/L.

* Leitura dos espectros

Foram feitas leituras de espectros de absorvancia das
misturas de aminodcidos aromaticos, preparadas de acordo
com os itens anteriores (espectrofotdmetro CECIL modelo
CE2041, Buck Scientific, Inglaterra), na faixa de 250 a 280 nm,
para a Phe, e entre 250 a 350 nm, para Tyr e Trp. Os espectros
de derivada segunda foram tragados empregando-se um com-
putador contendo software GRAMS-UV (Galactic Industries
Corporation, Salem, NH, EUA), acoplado ao espectrofotdmetro.

Avaliagao da linearidade do método e aplicacao aos
diferentes hidrolisados protéicos

Para se tracar a curva padrdo da Phe foram feitas
leituras dos espectros das solu¢des de Phe na presenga de
Tyr e Trp. Foram tragadas oito curvas, duas para cada pico
negativo (“a”, “b”, “c” e “d” - Figura 1B), empregando
suas respectivas areas ou alturas em fun¢ao da concentra-
¢do do aminoacido, sendo que a escolhida como curva pa-
drao apresentou maior coeficiente de correlagao.

Para a determinacao do grau de exposic¢ao de Phe fo-
ram preparadas solucdes dos diferentes hidrolisados de
caseina a 0,08% (p/V), em pH 7,0. As leituras da
absorvancia foram feitas no mesmo intervalo de compri-
mento de onda utilizado para a curva padrao. Os valores
das areas ou alturas dos picos negativos no espectro de de-
rivada segunda dos hidrolisados foram, entdo, levados a
curva padrdo da Phe e os resultados encontrados para as
concentragdes correspondem, entdo, ao grau de exposi¢do
de Phe dos hidrolisados de caseina, em mol/L.

Andlise estatistica

Todas as determina¢des foram realizadas em
triplicata. Para a determinagdo das diferencas entre as mé-
dias das areas ou alturas dos picos dos aminoacidos aroma-
ticos entre os diferentes hidrolisados de caseina, foi feita a
Analise de variancia (ANOVA fator tnico) e o Teste de
Duncan. Para se avaliar a linearidade da curva de calibragio
da Phe foi feita a analise de regressao (Gomes, 1990).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Caracteristicas do espectro de derivada segunda da
Tyr e do Trp

Os espectros de absorvancia e de derivada segunda

da Tyr e Trp, bem como os do hidrolisado H1, em pH 13,0,
estao representados na Figura 1. Os valores maximos de
absorvancia para o Trp foram observados ao redor de 278,
287 € 297 nm, e os minimos em 283 e 292 nm, sendo o0s
picos negativos denominados pelas letras “a” e “b”, res-
pectivamente (Figura 1B). A Tyr caracterizou-se por uma
banda larga (“’c’) compreendida entre 305 ¢ 319 nm, com
maximo préximo de 310 nm, a qual, segundo Ichikawa,
Terada (1981), corresponde a dissociacao acida do grupo
OH fendlico deste aminoacido aromatico, que ocorre em
pH 13,0. Na Figura 1D, pode-se observar que o espectro
de EDS do H1 apresenta perfil similar ao da mistura de
aminoacidos.

De acordo com Ichikawa, Terada (1981), em pH
13,0, as propriedades opticas da Phe ndo tém qualquer
efeito e aquelas da Tyr tém uma influéncia muito reduzi-
da no espectro do Trp entre 286 ¢ 300 nm. Assim, a con-
centrac@o de Trp em mistura de aminoacidos aromaticos
pode ser determinada nesta faixa de comprimento de onda.
Para a Tyr, esta determinacao seria possivel empregando-
se a banda ao redor de 310 nm, visto que nao ha interferén-
cia da Phe, e a absorvancia do Trp ¢ muito pequena.

Caracteristicas do espectro de derivada segunda da
Phe

A titulo de exemplo, os espectros de absorvancia e
de derivada segunda da Phe, em mistura de aminoacidos
aromaticos, ¢ do hidrolisado H1, em pH 7,0, estdo repre-
sentados na Figura 2. Para a Phe, observa-se a presenca de
quatro picos negativos entre 250 e 280 nm, com maximos
situados em 253, 258, 263, 268 € 273 nm, € minimos em
257,262,267 e 272 nm, sendo os picos delimitados por
estes pontos denominados pelas letras “a”, “b”, “c” e “d”,
respectivamente (Figura 2B). O espectro de derivada se-
gunda do H1 assemelha-se ao da Phe, com picos negativos
situados em comprimentos de onda similares (Figura 2D).
Esta semelhanga entre os espectros de aminoacidos pa-
drdes e o de proteinas ja havia sido relatada anteriormen-
te por Ichikawa, Terada (1979), ao empregar a EDS para
determinar a quantidade de residuos de Phe em diversas
proteinas desnaturadas ou em seus estados nativos (insu-
lina, ribonuclease, lisozima e soro albumina).

Em outros trabalhos, a EDS foi utilizada com a
mesma finalidade destes autores, mas os resultados obti-
dos diferem dos apresentados no presente trabalho, no que
se refere ao niimero de picos negativos no espectro da Phe.
Assim, Ichikawa, Terada (1977) obtiveram cinco picos
negativos para este aminoacido, em pH 7,0, enquanto que
Miclo et al. (1995) relataram a presenga de seis, em pH
1,9. Esta variagdo no espectro da Phe poderia estar asso-
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FIGURA 1 - Espectros de absorvancia (A) e de derivada segunda (B) de uma solugdo contendo Tyr (7,05 x 10 mol/L),
Trp (1,23 x 10 mol/L) e Phe (1,33 x 10 mol/L), e do hidrolisado H1 (C e D), em solugéo tampao fosfato de potassio
monobasico, 0,01 mol/L, pH 13,0. (a, b): picos negativos do Trp; (c) banda positiva da Tyr.

FIGURA 2 - Espectros de absorvancia (A) e de derivada segunda (B) de uma solugdo contendo Tyr (6,1 x 10-° mol/L),
Trp (5,4 x 10° mol/L) e Phe (6,7 x 10 mol/L) e do hidrolisado H1 (C e D), em solucdo tampao fosfato de potassio
monobasico, 0,01 mol/L, pH 7,0. (a, b, ¢, d): picos negativos da Phe.
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ciada as diferencgas nas formas utilizadas do aminoacido
padrao (livre ou N-acetil-éster), na aparelhagem emprega-
da, em especial o espectrofotometro e o software, como
também no tipo de solvente e nos valores de pH (Levillain,
Fompeydie, 1986; Fompeydie et al., 1989).

Linearidade da curva padrao de Phe

Na Figura 3, esta apresentada a curva padrao para a
Phe, na qual a area do pico “c” (Figura 2B) foi relaciona-
da a concentragdo do aminoacido. Foi observado que se
tratava de uma regressdo linear, do tipo Y = ax + b, sendo
a equacdo da reta definida como y = 1,6782x - 0,0491,
com coeficiente de correlagdo proximo a 1 (r=0,9972).
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FIGURA 3 - Correlagdo entre a area do pico negativo “c”
da Phe ¢ a concentra¢do do aminoacido (0,34 a 2,02 x
10* mol/L), em solug¢do tampéo fosfato de potassio
monobasico, 0,01 mol/L, pH 7,0. Os pontos representam
a média de triplicata.

Observa-se, portanto, que houve boa linearidade
para a Phe. Este resultado estd de acordo com o obtido por
Zhao et al. (1996), ao relacionar a altura do pico da Phe,
em mistura com Trp e a Tyr, com a concentracdo do
aminoacido. Ichikawa, Terada (1977) também obtiveram
resultados semelhantes, com relagdo a Phe (pH 7,0), em
presenca de concentragdes variadas de Tyr e Trp.
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Grau de exposicao de Phe em hidrolisados protéicos

Os valores da Tabela II servem para avaliar o grau de
exposicao de Phe pela hidrdlise enzimatica, uma vez que
Silvestre et al. (1993) mostraram que a intensidade dos
picos negativos dos aminoacidos aromaticos esta relacio-
nada a este parametro e ndo ao seu teor encontrado na
proteina ou peptideo. De fato, estes autores relataram que
o “ambiente” envolvendo os grupos aromaticos afeta os
seus espectros de derivada segunda e que a intensidade
dos picos negativos ¢ maior quanto mais proximo estes
grupos estiverem da posi¢ao C- ou N-terminal. Estes re-
sultados indicam que o hidrolisado H1 foi o que apresen-
tou maior grau de exposi¢do de Phe e, portanto, seria o
escolhido dentre todas as condigdes de hidrolise estudadas
para ser submetido a posterior remog¢ao da Phe. Desta
maneira, a EDS poderia servir como método de triagem de
hidrolisados protéicos, visando ao preparo de dietas para
fenilcetonuricos.
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ABSTRACT

Standardization of analytical method to
determination of phenylalanine exposure in casein
hydrolysates by second derivative
spectrophotometry

Dietetic formulations for phenylketonurics generally
contain free or low phenylalanine protein hydrolysates.
Several hydrolytic conditions have been proposed in the
literature to increase phenylalanine (Phe) exposure, in
order to favor its subsequent removal. The second
derivative spectrophotometry (SDS), a fast, simple and
low cost analytical method, was used, in this work, for the
determination of Phe exposure in different casein
hydrolysates, prepared by using papain, and also for the

TABELA 11 - Grau de exposi¢do da Phe nos hidrolisados de caseina

Hidrolisado H1

H2 H3 H4 H5

Concentragdo de Phe (x10“mol/L) 1,71 +0,40?

0,89 + 0,084

1,02+0,18 0,76 +0,10° 1,17+0,20°

* Os valores representam a média de triplicata. Letras iguais indicam que nado hé diferenca significativa a 5% de

probabilidade.
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characteriztion of aromatic amino acids. A temperature of
37 °C, an enzyme.substrate ratio of 4% and a pH 7.5
showed to be the most suitable condition for preparing
phenylketonuric diets, since they led to the highest Phe
exposure. Concerning the characterization of aromatic
amino acids, a good separation of tyrosine (Tyr) and
tryptophan (Trp) peaks was obtained in pH 13.0, using the
SDS. Moreover, the second derivative spectra of the
aromatic amino acids were similar to those of the protein
hydrolysates.

UNITERMS: Aromatic amino acid. Casein hydrolysate.
Second derivative spectrophotometry. Phenylalanine.
Phenylketonuria.
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