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RESUMO

Este trabalho teve como objetivo caracterizar o perfil peptidico de hidroli-
sados protéicos de farinha de trigo, apds a remogao de fenilalanina. Inicialmente,
as proteinas foram extraidas e hidrolisadas enzimaticamente, empregando-se a
associacao sucessiva de uma pancreatina comercial e de um extrato enzimatico
bruto obtido da casca de abacaxi (EB), preparado no laboratério. Em seguida,
os hidrolisados protéicos foram tratados pelo carvao ativado para a remocgao de
fenilalanina e, entdo, fracionados por cromatografia liquida de alta eficiéncia
de exclusao molecular, seguida pela quantificacdo dos peptideos e aminoacidos
livres pelo método da Area Corrigida da Fragdo. O efeito de alguns parametros
hidroliticos, tais como a ordem de adi¢cdo das enzimas, a temperatura de reacao, a
relagdo enzima: substrato (E:S), foi avaliado, assim como o efeito do tratamento
fisico da amostra, visando, também, a redug@o de custos para a adaptagdo desse
processo em larga escala. Foi observado que o emprego do ultraturrax no preparo
da amostra foi benéfico, tendo produzido um menor teor de grandes peptideos.
Além disso, o conjunto dos resultados obtidos demonstrou a vantagem de se utilizar
a pancreatina (E:S = 4:100) primeiramente, por 3h30min, seguida da agdo do EB
(E:S =10:100) durante 1h30min, nas condi¢des 6timas de pH e temperatura de
cada enzima, produzindo uma maior quantidade de di-tripeptideos (23,58%), um
dos maiores teores de aminoacidos livres (36%) e o menor contetido de grandes
peptideos (12%).

Palavras-chave: Farinha de trigo. Hidrolisados protéicos. Remogao de
fenilalanina. Perfil peptidico.
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ABSTRACT

The aim of this study was to characterize the peptide profile of wheat
flour protein hydrolysates after the removal of phenylalanine. First, proteins
were extracted and enzymatically hydrolyzed using successive association
of'a commercial pancreatin and a crude enzymatic extract (CE) of pineapple
peel prepared in a laboratory. Next, protein hydrolysates were treated with
activated carbon to remove phenylalanine and fractionated by size-exclusion-
HPLC followed by quantification of peptides and free amino acids by the Rapid
Correct Fraction Area method. The effect of some hydrolytic parameters such as
order of enzyme action, reaction temperature, enzyme: substrate ratio (E:S) and
physical treatment of the sample was evaluated, considering also the reduction
of costs for scaling-up the process. It was observed that the use of ultra-turrax for
sample preparation was beneficial having produced low content of large peptides.
In addition, the results showed the advantage of using firstly pancreatin (E:S =
4:100) for 3h:30min followed by CE (E:S =10:100) for 1h:30min, at optimal
conditions of pH and temperature of each enzyme, reaching high amounts of di-
tripeptides (23.58%), 36% of free amino acids and low content of larges peptides

(12%).

Keywords: Wheat flour. Protein hydrolysates. Phenylalanine removal.

Peptide profile.

1. INTRODUCAO

A fenilcetonuria (PKU) consiste em uma pato-
logia ocasionada por um erro inato do metabolismo,
de heranga autossomica recessiva (MARTINS et al.,
1993), e que apresenta como principal tratamento
uma dieta pobre em fenilalanina (Phe), devendo
ser iniciada até o vigésimo primeiro dia de vida do
recém-nascido e mantida por toda a vida (KANUFRE
et al., 2001). Considerando que a Phe esté presente
em todas as proteinas de origem animal e vegetal
na proporcao de 3 a 6% (OUTINEN et al., 1996), a
reducdo de seus teores em alimentos representa uma
etapa fundamental no desenvolvimento de produtos
alimenticios para fenilcetontricos, visto que o trata-
mento dessa patologia consiste, quase que exclusi-
vamente, na utilizacdo de misturas de aminoacidos
livres que, no Brasil, sdo importadas e de elevado
custo. Além disso, a auséncia no mercado brasileiro
de alimentos com teores reduzidos de Phe torna a
dieta monoétona, pouco atrativa e de dificil adesao
(MIRA e MARQUEZ, 2000).

Os métodos utilizados para a remog¢do da Phe
consistem em duas etapas principais: a liberagao
desse aminoacido por hidrélise enzimatica e a sua

posterior remo¢ao por meios adsorventes diferen-
ciados, como carvao ativado (CA) e resinas de ad-
sorcdo. Para serem aplicados em larga escala, esses
métodos devem ser praticos, de facil reprodugao,
apresentar uma relagdo custo/beneficio adequada,
além de resultarem em produtos palataveis (LOPEZ-
BAJONERO et al., 1991; MOSZCZYNSKI e IDI-
ZIAK, 1993). No mesmo laboratério do presente
trabalho, o tratamento enzimatico de proteinas,
seguido da remocao pelo carvao ativado, vem sen-
do empregado para a remocdo de Phe, tendo sido
testadas diversas proteases e condigdes de hidrolise
(MORATO et al., 2000; CARREIRA et al., 2004;
LOPES et al., 2005; MORAIS et al., 2005; SILVA
etal., 2007; SOARES et al., 2007), assim como ava-
liada a eficiéncia do CA na remogdo de Phe de leite
em po desnatado (LOPES et al., 2006; SOARES et
al., 2006), soro de leite (LOPES et al., 2007; SILVA
et al., 2007), fuba de milho (CAPOBIANGO et al.,
2007), arroz (LOPES et al., 2008), feijao (LOPES
Jr. et al., 2010) e farinha de arroz (SILVESTRE et
al., 2009).

Considerando a importancia da farinha de
trigo na alimentagdo do brasileiro e sua utilizagao
restrita por parte dos fenilcetonuricos, ¢ de grande
interesse o desenvolvimento de uma farinha de trigo
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que contenha teor reduzido de fenilalanina, a fim de
que possa ser incorporada, sem restrigdes, na dieta
de fenilcetontricos (NUPAD, 2008). Para a obten-
cdo dessa farinha, seria necessaria a associagdo de
trés etapas: inicialmente, a extracao protéica, que ¢
feita enzimaticamente, seguida da hidrdlise protéica,
empregando diferentes enzimas proteoliticas e condi-
coes de reacao (CAPOBIANGO et al., 2007), o que
promoveria a exposi¢ao da Phe, finalizando com sua
posterior remogao pelo carvao ativado (LOPES et al.,
2006, 2007; SOARES et al., 2006, CAPOBIANGO
etal., 2007; SILVA et al., 2007; LOPES et al., 2008;
SILVESTRE et al., 2009; LOPES Jr. et al., 2010).

Dessa forma, as proteinas hidrolisadas da
farinha de trigo com baixo teor de fenilalanina e,
ainda, com elevados teores de oligopeptideos, o
que as tornaria mais efetivamente absorvidas e uti-
lizadas pelo organismo do que proteinas intactas
e misturas de aminoacidos livres (KEOHANE et
al., 1985; GRIMBLE et al., 1986; RERAT, 1993;
BOZA et al., 2000), poderiam ser adicionadas ao
amido (previamente separado na extragao protéica),
obtendo-se assim uma farinha de trigo a ser empregada
na alimentacdo de criangas e adultos portadores de
fenilcetontria (KANUFRE et al., 2001).

Entretanto, o custo do processo de hidrolise
protéica € elevado, devido, principalmente, ao empre-
go de proteases comerciais, normalmente importadas.
Por isso, neste trabalho, foi testada a associacdo de
uma enzima comercial com um extrato enzimatico
bruto, obtido de um residuo agroindustrial (casca de
abacaxi), preparado no laboratorio.

O valor nutricional dos hidrolisados protéicos
esta relacionado diretamente com o seu alto teor de di-
tripeptideos. Um método analitico que emprega uma
coluna cromatografica de exclusdo molecular que
contém o complexo poli (2-hidroxietil-aspartamida)-
silica (PHEA) foi desenvolvido por Silvestre et al.
(1994a), possibilitando-lhes fracionar e quantificar
peptideos com massas moleculares menores do que
1000 Da. Esse método ja foi utilizado, pelo mes-
mo grupo de pesquisa, na caracterizagdo do perfil
peptidico de hidrolisados enzimaticos obtidos de
diversas fontes protéicas (SILVESTRE et al., 1994b;
MORATO et al., 2000; CARREIRA et al., 2004;
LOPES etal., 2005; MORAIS et al., 2005; SOARES
etal., 2006; LOPES et al., 2007; SILVA et al., 2007,
LOPES et al., 2008; SOUZA et al., 2008).
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Considerando que ndo foi encontrado na litera-
tura qualquer relato sobre a caracterizagao do perfil
peptidico de hidrolisados protéicos apds a remocao
de Phe, esse tema foi o objetivo principal do presente
trabalho. Foi estudado, ainda, o efeito do tratamento
fisico da amostra, assim como do emprego da asso-
ciacdo sucessiva de uma pancreatina comercial com
o extrato enzimatico bruto da casca de abacaxi (EB),
preparado no laboratério, tendo sido avaliada a acdo
de alguns parametros hidroliticos, tais como a ordem
de adicao das enzimas, a relacdo E:S e a temperatura
de reagdo.

2. MATERIAL E METODOS
2.1 Material

A farinha de trigo tipo I foi adquirida no comér-
cio 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 e 10
com pH 6timo em 9,5, temperatura 6tima de 60 °C e
temperatura de inativacdo acima de 85 °C por 10min),
foi adquirida da Prozyn (Sdo Paulo, SP, Brasil). A
pancreatina (Corolase® PP) (complexo enzimatico
obtido do péancreas (EC 3.4.21.4), constituido pelas
serina-endopeptidases tripsina e quimotripsina, e
pelas metalo-exopeptidases carboxipeptidases A
e B, atividade 200.000 LVE/g, pH 6timo de 9 e
temperatura 6tima de 50 °C) foi adquirida da AB
Enzymes Brasil Comercial Ltda. (Barueri, SP, Bra-
sil). Os aminoacidos L-fenilalanina, L-tirosina e L-
triptofano foram adquiridos da Sigma-Aldrich (St.
Louis, MO, EUA). O carvao ativado (granulado n°
119, 20 x 50 mesh, 12 x 25 mesh, 6 x 12 mesh) foi
adquirido da Carbomafra S.A. (Curitiba, PR, Bra-
sil). O extrato enzimatico bruto da casca do abacaxi
(Anands comosus) variedade Pérola, foi preparado no
laboratorio. Foram utilizados o Liofilizador Freezone
(modelo 77500, Labconco, Kansas City, MI, EUA),
o compressor (Diapump, Fanem, mod. 089-A, série
BE11778, Sao Paulo, SP, Brasil), o cutter (Sire, mo-
delo Super Cutter, Sao Paulo, Brasil), o ultraturrax
(IKA Labortechnix, T25 basic, Wilmington, EUA) e
o agitador magnético (Fisatom, modelo 752 A, Sao
Paulo, SP, Brasil). O sistema de cromatografia liquida
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de alta eficiéncia de exclusdao molecular (SE-HPLC),
usado no fracionamento dos hidrolisados protéicos,
foi constituido por uma coluna cromatografica
poli-(2-hidroxietil-aspartamida)-silica (PHEA) 250
x 9,4 mm, 5 um e 200 A (PolylC, Columbia, MD,
EUA), uma bomba isocratica e um detector espec-
trofotométrico UV-VIS (série HP1100, Waldbronn,
Alemanha), acoplado a um computador com software
(HPchemstation, Avondale, EUA). A dgua usada no
cromatdgrafo foi purificada em Sistema de Purifi-
cacdo (Aries Vaponics, Rockland, EUA). Todos os
reagentes utilizados eram de grau analitico.

2.2 Métodos

2.2.1 Preparo dos hidrolisados protéicos
da farinha de trigo

Inicialmente, as proteinas da farinha de trigo
foram extraidas empregando-se o método enzimatico
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desenvolvido pelo mesmo grupo do presente trabalho
(CAPOBIANGO etal., 2007). Em seguida, as prote-
inas foram hidrolisadas enzimaticamente, tendo sido
obtidos nove hidrolisados protéicos (Tabela 1). Foi
testada, assim, a associagdo sucessiva da pancreatina
comercial com o extrato enzimatico bruto da casca
de abacaxi — EB, preparado no laboratorio onde foi
desenvolvido este estudo, variando os parametros:
ordem de adi¢do das enzimas (pancreatina + EB e
EB + pancreatina); temperatura (35, 40, 50 e 70 °C),
relagdo enzima:substrato (E:S) (2:100, 3:100 e 4:100)
para a pancreatina. O efeito do tratamento fisico
foi testado para apenas uma das amostras. O tempo
total de reagdo, para todas as amostras, foi de cinco
horas.

Tabela 1 - Varidveis empregadas no preparo dos hidrolisados protéicos da farinha de trigo

Parametros Hidroliticos

H Protease E:S T (°C) Tempo (h) pH Te
H1 EB + pancreatina 10:100 + 4:100 70/50 1h30 min/3h30 min 8/7 Ausente
H2 Pancreatina + EB 4:100 + 10:100 50/70 3h 30min/1h30min 7/8 Ausente
H3 EB + pancreatina 10:100 + 4:100 35 1h30 min/3h30 min 7 Ausente
H4 EB + pancreatina 10:100 +4:100 40 1h30 min/3h30 min 7 Ausente
H5 EB + pancreatina 10:100 + 4:100 50 1h30 min/3h30 min 7 Ausente
H6 EB + pancreatina 10:100 +4:100 70 1h30 min/3h30 min 7 Ausente
H7 EB + pancreatina 10:100 +2:100 50 1h30 min/3h30 min 7 Ausente
HS8 EB + pancreatina 10:100 + 3:100 50 1h30 min/3h30 min 7 Ausente
H9 EB + pancreatina 10:100 + 3:100 50 1h30 min/3h30 min 7 Ultraturrax

H = hidrolisado; EB: extrato enzimatico bruto da casca de abacaxi; E:S: relagdo enzima:substrato; T = temperatura; Te: tratamento fisico

do extrato.

2.2.2 Remoc¢ao de fenilalanina dos
hidrolisados protéicos

A Phe foi removida dos hidrolisados protéicos
da farinha de trigo pela utilizagao do carvao ativado
(CA) como meio adsorvente, usando-se a relacao
proteina:carvao ativado 1:88,5 — utilizada, anterior-

mente, no mesmo laboratorio deste trabalho (CAPO-
BIANGO etal., 2007; SILVESTRE et al., 2009). Foi
empregado o procedimento de passagem por coluna,
descrito nesse mesmo laboratorio por Soares et al.
(2006). Dois gramas de CA de granulometrias dife-
rentes (20 x 50 mesh, 12 x 25 mesh e 6 x 12 mesh)
foram hidratados com agua destilada por 10 min sob
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agitacdo constante e, em seguida, colocados em se-
ringa descartavel de 10 mL, contendo filtro de nylon
com 13 de vidro. Em seguida, os hidrolisados foram
passados pela coluna e submetidos a pressao, tendo
sido recolhidos os eluatos.

2.2.3 Caracterizac¢ao do perfil peptidico
dos hidrolisados protéicos

A caracterizagao do perfil peptidico dos hidro-
lisados, apds a remogao de fenilalanina, foi realizada
em duas etapas: fracionamento dos peptideos, de
acordo com o tamanho da cadeia, e sua posterior
quantificagdo. O fracionamento dos peptideos foi
realizado por cromatografia liquida de alta eficiéncia
de exclusdo molecular (SE-HPLC) em coluna PHEA,
conforme descrito por Silvestre et al. (1994a). As
amostras foram dissolvidas em uma concentracao
de 1 g% (p/v) na fase movel (acido férmico a 0,05
mol L, pH 2,5) e submetidas a cromatografia a
temperatura ambiente, sob condi¢des isocraticas, a
um fluxo de 0,5 mL min-!, durante 35 min. O volu-
me injetado foi de 20 puL. A fase movel foi filtrada,
através da membrana de 0,45 um (Millipore, Sao
Paulo, SP, Brasil) e desgaseificada imediatamente
antes do uso.

O método rapido da Area Corrigida da Fragio
(ACF), desenvolvido por Silvestre et al. (1994b), foi
utilizado para quantificar os peptideos e aminoacidos
livres presentes nas fragdes cromatograficas. O cal-
culo da ACF foi realizado apds a multideteccao das
fragdes a 230 nm, 280 nm e 300 nm, para se eliminar
a interferéncia devida a absor¢do dos aminoacidos
aromaticos. Foi tragada, entdo,
uma curva padrao, relacionando
a ACF em fung¢do do teor de |
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aminodacidos livres das fragdes cromatograficas dos
hidrolisados protéicos, foi utilizado o Teste de Dun-
can (p < 0,05) (PIMENTEL-GOMES, 2000).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1Caracterizacao dos hidrolisados
protéicos

3.1.1 Perfil peptidico

O perfil cromatografico do hidrolisado H1, a
230 nm, esté apresentado na Figura I.1. Como pode
ser observado, os hidrolisados foram separados em
quatro fragdes de acordo com o tempo de eluigdo,
sendo F1,de 11,5 a 16,0 min (grandes peptideos, com
mais de 7 residuos de aminoacidos); F2, de 16,0 a
19,5 min (peptideos médios, entre 4 e 7 residuos); F3,
de 19,5 a 20,5 min (di-tripeptideos); e F4, de 20,5 a
32,0 min (aminoacidos livres), confirmando, assim,
a eficiéncia da técnica aqui empregada (SE-HPLC)
para fracionar os hidrolisados protéicos com massas
moleculares inferiores a 1000 Da. Esses resultados
estdo de acordo com os obtidos em estudos anteriores
realizados nesse mesmo laboratdrio, empregando-se
essa mesma metodologia para caracterizar os hi-
drolisados de diferentes fontes protéicas, tais como
o soro de leite (LOPES et al., 2007; SILVA et al.,
2007; SOUZA et al., 2008), a caseina (MORATO et
al., 2000; BARBOSA et al., 2004; CARREIRA et
al., 2004; MORAIS et al., 2005), o leite (LOPES et
al., 2005; SOARES et al., 2006) e o arroz (LOPES
et al., 2008).

Figura 1 - Perfil cromatografico do hidrolisado H1 a 230 nm.

aminoacidos. 704
a0 o
A0
ol
2.3 Analise Estatistica 0
20
. 104 3
Todos os experimentos o] Fi 2o lra| R AN
: : P pa T = 5

foram feitos em trés repeticoes e
as analises realizadas em tripli-
cata. Os dados foram submetidos
a andlise de variancia e, para a
avaliacdo das diferengas entre as
médias dos teores de peptideos e

F1: grandes peptideos (> 7 residuos de aminoacidos); F2: médios peptideos (4 a 7 residuos
de aminodacidos); F3: di-tripeptideos; F4: aminoacidos livres. Y = pico da tirosina, W = pico
do triptofano. Hidrolisado H1: EB (10:100, 70 °C, 1h 30min, pH 8,0) + pancreatina (4:100,
70 °C, 3h 30min, pH 7,0).
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O fracionamento dos peptideos de hidrolisa-
dos protéicos pode ser realizado através de diversas
técnicas, como, por exemplo, eletroforese em gel de
poliacrilamida dodecil sulfato de s6dio (SDS-PAGE)
(CHICON et al., 2009), cromatografia de exclusio
molecular (SEC) (LI-JUN etal., 2008), cromatografia
liquida de alta velocidade com eletrospray acoplado ao
espectrometro de massa (LI-JUN et al., 2008), HPLC
capilar (ITO etal., 2005), HPLC de fase reversa (NO-
GUEIRA et al., 2005), HPLC de exclusdo molecular
(SE-HPLC) empregando coluna TSK G-2000 SW
(6x7,5cm) (LEMIEUX etal., 1991) e coluna Supe-
rose - 12HR 10/30 (GOLOVCHENKO et al., 1992;
VISSER et al., 1992), cromatografia rapida de fase
liquida de proteina (Fast protein liquid chromatogra-
phy - FPLC) (JE et al., 2007) e foco isoelétrico em
fase liquida (SAINT-SAUVEUR et al., 2008).

Porém, diferentemente do que acontece com
a metodologia utilizada no presente trabalho, mui-
tos autores t€m relatado alguns problemas com as
outras técnicas analiticas. Assim, Lemieux et al.
(1991), empregando a SE-HPLC com uma coluna
TSK G-2000 SW, e Davis e Lee (1992), empregando
a HPLC capilar, relataram a dificuldade de separar
os peptideos de acordo com o tamanho da cadeia,
tendo observado uma superposicdo de compostos
com pesos moleculares diferentes. De acordo com
Nogueira et al. (2005), na HPLC de fase reversa ha
sobreposicdo de peptideos e impureza nos picos.
Além disso, também pode ocorrer sobrecarga de pep-
tideos basicos tanto na HPLC de fase reversa quanto
na HPLC capilar (McCALLEY, 2004).

Golovchenko et al. (1992) e Vlisser et al.
(1992), também utilizando SE-HPLC, porém com
uma coluna Superose -12HR 10/30, verificaram
a ocorréncia de interagdes eletrostaticas e/ ou hi-
drofobicas entre os solutos e a fase estacionaria.
Schmidt e Poll (1991), empregando a SDS-PAGE,
relataram a dificuldade de detectar pequenos pep-
tideos (< 2000 Da) pela técnica utilizada, uma vez
que os peptideos, devido a fixacdo insuficiente, sdo
removidos durante os procedimentos de revelagdo e
lavagem do gel.

A SE-HPLC também foi empregada para
caracterizar o perfil peptidico dos hidrolisados de
gluten do trigo; entretanto, os resultados encontrados
demonstraram que ndo foi possivel separar os di-
tripeptideos dos peptideos maiores. Assim, Wang et
al. (2007), ao analisarem os hidrolisados de gluten do
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trigo obtidos com o uso de uma papaina, empregando a
SE-HPLC com a coluna BioSepSec-4000, separaram
os peptideos obtidos nas seguintes fracdes: maiores
que 15.000 Da, entre 15-10.000 Da, entre 5-10.000
Da e menores que 5.000 Da. De forma semelhante,
Kong et al. (2007), ao avaliarem a distribuicdo da
massa molecular dos peptideos obtidos da hidrolise
do gluten do trigo, sob agdo das enzimas proteoliticas
alcalase (Bacillus licheniformis) e neutrase (Bacillus
amyloliquefaciens), empregando a SE -HPLC com
a coluna Sephadex G-15, observaram apenas que 0s
peptideos apresentavam massa molecular inferior a
1355 Da, ndo sendo avaliado em separado o contetido
de di-tripeptideos.

Outra aplicagdo da técnica do fracionamento
por SE-HPLC consistiu na avaliagdo do perfil pep-
tidico de hidrolisados protéicos de farinha de trigo.
Assim, Akiyama et al. (2006) empregaram esse
método cromatografico com a coluna Superdex™
Peptide HR, com o intuito de separar as fragdes dos
hidrolisados acido e enzimatico. Entretanto, esse
método ndo foi capaz de fracionar os peptideos, de
acordo com o tamanho da cadeia, especialmente
os pequenos peptideos. Segundo os autores, ape-
nas a faixa de massa molecular foi evidenciada,
sendo que no hidrolisado preparado sob a acgdo de
protease predominaram os peptideos com massa
molecular superior a 1.050.000 Da, enquanto que
os peptideos obtidos no hidrolisado acido fica-
ram na faixa de 500-1.050.000 Da. Manu e Rao
(2008) fracionaram por SE-HPLC com a coluna
Biosep—SEC—-S—4000 os extratos protéicos alcan-
cados a partir de diferentes cultivares de farinha de
trigo, obtendo as fragdes F1 (>130.000 Da), F2 (80
—130.000 Da), F3 (10-80.000 Da) e F4 (< 5.000 Da),
sendo esses valores superiores aos determinados no
presente estudo. Da mesma maneira, Kammoun et al.
(2003) utilizaram a SE-HPLC e a coluna Shodex KW
802.5 para caracterizar o perfil peptidico do hidroli-
sado de farinha de trigo, obtido pela acdo da enzima
Neutrase (endoprotease de Bacillus subtilis), obtendo
também quatro fragdes: Fracaol (0-1.000 Da), Fra-
¢do 2 (1-2.000 Da), Fracao 3 (2-3.000 Da) e Fragao
4 (>3.000 Da), estando apenas a Fracdo 1 dentro da
faixa de massa molecular de principal interesse do
presente trabalho.

Nao foram encontrados na literatura trabalhos
que avaliaram o perfil peptidico de hidrolisados
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protéicos de farinha de trigo ou de outros cereais,
apos a remogao de Phe.

3.1.2 Teor de peptideos e de aminoacidos
livres

Os teores dos peptideos constituintes das fra-
¢oOes cromatograficas dos hidrolisados de farinha de
trigo estdo apresentados na Tabela 2. Com excegado
do hidrolisado H2, ndo houve uma grande variagao
entre os perfis peptidicos das amostras analisadas.
Além disso, os elevados teores de di-tripeptideos e
aminodcidos livres obtidos, associados a quantidades
relativamente baixas de grandes peptideos, compro-
vam a qualidade nutricional para todos os hidroli-
sados estudados, uma vez que, em outros trabalhos
realizados, anteriormente, no Laboratério de Broma-
tologia/Pesquisa, testando varias fontes protéicas e
diferentes condic¢des hidroliticas, ficou evidenciada
a dificuldade de se obter teores de di-tripeptideos
acima de 10%, de aminoacidos livres acima de 30%
e de grandes peptideos abaixo de 25% (MORATO
etal., 2000; BARBOSA et al., 2004; CARREIRA et
al.,2004; LOPES et al., 2005; MORAIS et al., 2005;
SOARES etal., 2006; LOPES et al., 2007; SILVA et
al., 2007; LOPES et al., 2008; SOUZA et al., 2008).
Esses valores somente foram mais elevados apods
a utilizacdo da ultrafiltracdo, visando a retirada de
peptideos com massa molecular superior a 10.000 Da
(LOPES et al., 2007).

Apesar destas consideragdes iniciais, a escolha
do hidrolisado que apresentou o melhor perfil pep-
tidico, do ponto de vista nutricional, deve ser am-
parada, também, em observagdes de outros autores.
Assim, segundo Frenhani e Burini (1999), durante
o metabolismo de proteinas, o primeiro estagio de
hidrolise leva a formagao de oligopeptideos conten-
do de 2 a 6 residuos de aminodcidos e aminoécidos
livres. Esses peptideos sdo, entdo, quebrados em
di-tripeptideos e, finalmente, as proteinas sao absor-
vidas na forma de di-tripeptideos e de aminoacidos
livres. Ainda, de acordo com esses mesmos autores,
os di-tripeptideos sao mais eficientemente absorvi-
dos que os aminoacidos livres, os quais, por sua vez,
sao melhores que os tetra- ou peptideos superiores.
Em quantidades equivalentes de di-tripeptideos e
misturas de aminoacidos livres, os di-tripeptideos

apresentam velocidade de absor¢do aproximada-
mente dez vezes maior. Gonzalez-Tello et al. (1994)
também relatam as vantagens dos di-tripeptideos
sobre os aminoacidos livres por apresentarem maior
velocidade de absorg¢ao.

Assim sendo, do ponto de vista nutricional,
o hidrolisado H2 apresentou o melhor perfil pepti-
dico, com um dos maiores teores de di-tripeptideos
(23,58%) e de aminoacidos livres (36%), € 0 menor
teor de grandes peptideos (12%). Por outro lado, os
perfis peptidicos mais desfavoraveis foram obtidos
para os hidrolisados H1, H6 e H7, pois, apesar dos
seus teores de di-tripeptideos e de aminodacidos livres
se situarem entre os mais elevados, os valores encon-
trados para os grandes peptideos foram os maiores
(20,47%, 20,92% e 23,13%, respectivamente).

Tabela 2 — Teor de peptideos e de aminoacidos livres nas fragdes
cromatograficas dos hidrolisados protéicos

Hidrolisado | Fragdo F1 | Fracdo F2 | Fragdo F3 | Fracdo F4
H1 20,47 b3 27,812 14,97 %4 36,75 =1
H2 12,00 7 28,43 "2 23,58 * 36,00 =1
H3 19,18 beded | 30,26 202 15,50 % 35,06 %"
H4 16,64 43 32,69 ¥ 22,28 ¥2 28,40 "
H5 17,98 de | 29,18 »b2 15,24 %3 37,60 =1
Hé6 20,92 b3 27,02 %1 14,3404 34,39 2
H7 23,13 #2 26,18 *2 14,56 3 36,14 =1
H8 19,38 bedsd 27,38 "2 13,814 39,43 a0t
H9 16,50 <? 28,41 %2 13,68 3 41,411

Todos os valores sdo apresentados em % nmols das quatro fragdes. Os
resultados representam a média das triplicatas. Médias indicadas por
numeros iguais ndo diferem entre si a 5% de significancia na compa-
racdo de diferentes fragdes de um mesmo hidrolisado (linha). Médias
indicadas por letras iguais ndo diferem entre si a 5% de significancia na
comparagio de uma mesma fragdo para diferentes hidrolisados (coluna).
F1: maior que 7 residuos de aminoacidos; F2: entre 4 e 7 residuos; F3:
di-tripeptideos e F4: aminoacidos livres.
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3.2 Efeito de parametros sobre o perfil
peptidico dos hidrolisados protéicos

Os parametros (E:S, temperatura e emprego
do ultraturrax) utilizados neste trabalho foram ana-
lisados considerando a aplicabilidade do processo
em larga escala e a redu¢do dos gastos envolvidos.
Assim, o emprego de uma menor relagio E:S esta
associado a utilizacdo de menor quantidade de en-
zima necessaria para a hidrélise; o de uma menor
temperatura de reagdo esta associado a diminuicao
de contaminagao bacteriana, a redugdo de formacdo
de produtos de degradagao, além de menor consumo
de energia, sendo este Gltimo fator também associado
anecessidade da eliminagdo da etapa operacional do
ultraturrax.

3.2.1 Ordem de adicio das enzimas

A ordem de adi¢ao das enzimas (EB + pancre-
atina e pancreatina + EB), empregada em associagao
sucessiva, interferiu no perfil peptidico dos hidro-
lisados protéicos de farinha de trigo. Como pode
ser observado na Tabela 1.2, a melhor distribuicao
de peptideos foi obtida quando a pancreatina atuou
primeiro, uma vez que promoveu um maior teor
de di-tripeptideos (H2 — 23,58% e H1 — 14,97%) e
uma menor quantidade de grandes peptideos (H2 —
12,00% ¢ H1 — 20,47%). Por outro lado, ndo houve
diferenca significativa entre os teores de aminoacidos
livres (36,75% e 36%, para H1 e H2, respectivamen-
te). Esses resultados eram esperados teoricamente,
baseando-se no conhecimento do complexo enzi-
matico da pancreatina. Assim sendo, suas subunida-
des endopeptidases (tripsina e quimotripsina) e as
exopeptidases (carboxipeptidase A e B), ao atuarem
primeiro, promoveriam a hidrolise das ligagdes pep-
tidicas internas e as presentes nas por¢oes N- ou C-
terminais da cadeia peptidica, facilitando o posterior
acesso do EB, que, por apresentar, provavelmente,
atividade predominante de exopeptidase, atuaria,
principalmente, na por¢do terminal dos peptideos
previamente liberados.

Nao foram encontrados na literatura relatos
abordando o efeito da ordem de adigdo das enzimas
sobre o perfil peptidico de hidrolisados protéicos da
farinha de trigo ou de outros cereais, apds a remog¢ao
de fenilalanina.
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3.2.2 Temperatura de reacio

Para a avaliacdo deste parametro, foram com-
parados os resultados obtidos para os hidrolisados
H3 (35 °C), H4 (40 °C), H5 (50 °C) e H6 (70 °C),
apresentados na Tabela [.2. Do ponto de vista nutri-
cional, o melhor perfil peptidico foi obtido a 40 °C.
Além disso, o emprego vantajoso de uma menor tem-
peratura ocorreu ao se comparar os valores de 40 °C
(H5) e 70 °C (H6), pois, apesar da reducao nos teores
de aminoacidos livres (28,40% e 34,39%, para H4
e H6, respectivamente), o emprego da temperatura
mais baixa levou a obtencao de teores mais elevados
de di-tripeptideos (22,28% em H4 e 14,34% em H6)
e de menor quantidade de grandes peptideos (16,64%
e 20,92%, para H4 e H6, respectivamente).

Apesar da temperatura de 40 °C ndo corres-
ponder ao 6timo de acdo de nenhuma das duas en-
zimas utilizadas no processo hidrolitico, esse valor
se encontra proximo a temperatura 6tima de ag¢ao da
pancreatina (50 °C), o que, provavelmente, poderia
ter contribuido para intensificar a sua atividade pro-
teolitica, explicando, pelo menos parcialmente, o
resultado obtido. Além disso, o emprego de elevadas
temperaturas ocasiona a formagao de estados de tran-
sicdo de energia, sendo esse processo acompanhado
de uma pequena, mas significativa desordem no sitio
ativo da enzima, o que promove uma ruptura das
principais ligagdes que estabilizam a estrutura nativa
da proteina e compromete sua capacidade hidrolitica
(ARROYO-REYNA ¢ HERNANDEZ-ARANA,
1995). Deve ser ressaltado, ainda, que, se por um lado
o emprego de temperaturas mais elevadas aumenta o
rendimento das reacdes enzimaticas, por outro pode
provocar a inativacdo da enzima, comprometendo
o processo de hidrolise (FENNEMA, 1996). Esses
resultados também estdo de acordo com Loosen et
al. (1991) e Chataud et al. (1988), que defendem o
emprego de temperaturas médias no preparo de hi-
drolisados subtilisinicos de caseina. Segundo esses
autores, tal procedimento pode, ainda, contribuir para
areducdo do tempo de hidrélise sem provocar signi-
ficativa desnatura¢do da enzima, além de minimizar
a contaminac¢do microbiana.

Nao foram encontrados na literatura trabalhos
abordando o efeito da temperatura da reagdo sobre o
perfil peptidico dos hidrolisados protéicos da farinha
de trigo ou de outros cereais submetidos ao processo
de remocao de fenilalanina.
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3.2.3 Efeito da relacao E:S

Visando a avaliar o efeito da relagdo E:S so-
bre o perfil peptidico dos hidrolisados protéicos da
farinha de trigo, foram comparados os hidrolisados
H7, H8 e HS, para os quais foi empregado a E:S para
a pancreatina de 2:100, 3:100 e 4:100, respectiva-
mente. Como pode ser observado na Tabela 1.2, a
vantagem de se utilizar uma menor relacao E:S ndo
foi encontrada em nenhum dos dois casos. Assim, ao
se comparar 2% com 3%, pode ser notado que, apesar
de ndo ter havido diferencas significativas entre os
teores de di-tripeptideos e de aminodacidos livres, a
quantidade de grandes peptideos foi maior a 2%, indi-
cando, nutricionalmente, um perfil peptidico inferior.
Na comparagdo de 3% com 4%, os valores obtidos
para as quatro fracdes foram estatisticamente iguais,
o que demonstra uma similaridade entre os dois perfis
peptidicos, do ponto de vista nutricional.

Nao foram encontrados na literatura trabalhos
que avaliaram o efeito da relagao E:S sobre o perfil
peptidico dos hidrolisados protéicos da farinha de
trigo ou de outros cereais, apos a remocao de feni-
lalanina.

3.2.4 Tratamento fisico do extrato
protéico

A influéncia do tratamento fisico sobre o perfil
peptidico dos hidrolisados protéicos de farinha de
trigo foi avaliada, comparando-se os resultados ob-
tidos para os hidrolisados H8 (sem tratamento) e H9
(emprego de ultraturrax). Uma ligeira vantagem da
utilizacao do ultraturrax no preparo do hidrolisado,
do ponto de vista nutricional, pode ser observada
na Tabela 1.2, sendo esta relacionada ao menor teor
de grandes peptideos, visto que a diferenca entre os
valores obtidos com o emprego do ultraturrax foi de
apenas 2,88% (19,38% em HS8 e 16,50% em H9).

Nao foram encontrados na literatura outros
trabalhos que avaliaram o efeito do tratamento fisico
do extrato sobre o perfil peptidico dos hidrolisados
protéicos de farinha de trigo ou de outros cereais,
apods a remogao de fenilalanina.

A7)
4. CONCLUSAO

A caracterizacao do perfil peptidico de hidro-
lisados protéicos de farinha de trigo, apds a remogao
de Phe, estudando o efeito de varios pardmetros hi-
droliticos e do tratamento da amostra por ultraturrax,
revelou que foi possivel obter teores relativamente
elevados de di-tripeptideos (23,58%) e de aminoaci-
dos livres (36%), assim como pequenas quantidades
de grandes peptideos (12%). Esses resultados foram
obtidos ao se utilizar a pancreatina (E:S =4:100) por
3h 30min, seguida da agdao do EB (E:S =10:100) por
1h 30min, nas condi¢des dtimas de pH e temperatura
de cada enzima.
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