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of corolase PP and the use of activated carbon

Carolina Schaper Bizzotte?, Michely Capobiango?, Eliza Augusta Rolim Biasutti?Viviane Dias Medeiros Silva?,
Roberto Gongalves Junqueira?, Marialice Pinto Coelho Silvestre?

RESUMO

A partir do extrato protéico obtido em meio alcalino, empregou-se a corolase PP no preparo de seis hidrolisados enziméticos
de arroz, visando o desenvolvimento de formulagdes dietéticas para fenilcetondricos. O procedimento de passagem por coluna
contendo carvéo ativado foi utilizado naremocdo de fenilalanina (Phe) dos hidrolisados. O teor de Phe nos extratos protéicos de arroz
e seus hidrolisados, apds tratamento com carvéo, foi determinado por espectrofotometria derivada segunda. O teor final de fenilalanina
nos hidrolisados variou de 0,39 a 68,34 mg 100 g, o que corresponde a uma remogao de 84 a 100%. A distribuicdo dos peptideos nas
amostras, de acordo com o tamanho da cadeia, foi estudada como um dos critérios para a avaliagdo da qualidade nutricional dos
hidrolisados. O fracionamento dos peptideos foi realizado por CLAE de exclusdo molecular e, para a quantificagdo empregou-se o
método rapido da area corrigida da fragdo. Os resultados indicaram que o maior teor de oligopeptideos foi obtido quando se empregou
acorolase PP em umarelagdo E:S de 1%, e uma concentragdo protéicainicia de 1,56 g 100 mL™.

Termos para indexagao: Hidrdlise enzimética, remocdo de fenilalanina, suplemento dietético.

ABSTRACT

Starting with alkaline protein extract, the Corolase PP was used for preparing six enzymatic rice hydrolysates, with the aim
of producing dietary formulations for phenylketonuria treatment. A column containing activated pure charcoal was used for removing
phenylalanine (Phe). The Phe contents of rice protein extract and hydrolysates were determined by second derivative spectrophotometry.
Thefina Phe content of the hydrolysates varied from 0.39 to 68.34 mg 100 g, corresponding to removal levels from 84% to 100%.
The distribution of peptides according to their size was used as an approach for the nutritional evaluation of the hydrolysates. The
fractionation of peptides was performed by size-exclusion HPLC, and the rapid correct fraction area method was used for the their
quantification. The results indicated that the higher oligopeptide content was obtained when corolase PP was used with an
enzyme:substrate ratio of 1% and theinitial protein concentration of 1,56 g 100 mL .

Index terms: Enzymatic hydrolysis, phenylalanine removal, dietary supplement.
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apresentam dificuldades na absorgéo de proteinas, como
idosos, criangas com diarréa e portadores de fibrose cistica
(AUBES-DUFAU et d., 1995), individuos com necessidade
aumentada de proteinas, como os atletas (Fr/EKJAER,
1994) e na dieta de pacientes que apresentam desordens
no metabolismo de aminoécidos, como a fenilcetondria
(CLEMENTE, 2000). Esta € uma doenca autossdmica

INTRODUCAO

Os hidrolisados protéicos apresentam diversas
vantagens funcionais e nutricionais em relagdo as
proteinas integrais. Em geral, esses preparados enziméticos
possuem menor imunogenicidade que a de proteinas e de
peptideos de elevado peso molecular (TAKASE et a.,

1979). Além disso, varios estudos demonstram que férmulas
contendo um elevado teor de oligopeptideos sao utilizadas
mais efetivamente quando comparadas a uma mistura
equivalente de aminoécidos livres, apresentando assim
um maior valor nutritivo (FrAEKJAER, 1994; GONZALEZ-
TELLOet d., 1994).

Os hidrolisados protéicos sdo muito utilizados, em
diversos paises, na alimentagdo de pessoas que

recessiva caracterizada pela auséncia ou deficiéncia da
atividade da enzima hepética fenilalanina-hidroxilase, que
converte a fenilalanina (Phe) em tirosina (LOPEZ-
BAJONERO et al., 1991; OUTINEN et al., 1996;
SHIMAMURA et al., 1999).

O tratamento da fenilcetonuria é essencialmente
dietético e baseia-se na restricao da ingestéo de Phe, de
forma que o paciente deve evitar o consumo de alimentos
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ricos em proteinas. Torna-se necessario, portanto, 0 uso
de formulagdes constituidas por misturas de aminoacidos
livres ou hidrolisados protéicos, isentos ou com baixos
teores de Phe, de forma a suprir as necessidades protéicas
e garantir o crescimento e desenvolvimento normais destes
individuos (MIRA & MARQUEZ, 2000).

Os hidrolisados protéicos com teor reduzido de Phe
s80 preparados a partir da agdo de uma protease, que expde
a Phe, permitindo sua remoc&o por um meio adsorvente
(LOPES-BAJONERO et al., 1991; OUTINEN et al., 1996;
SHIMAMURA et a., 1999). Nesse trabalho, utilizou-se a
corolase PP, um complexo enzimédtico proteolitico obtido
do pancreas suino, que além de possuir atividade de endo-
proteinase, apresenta também amino- e carboxipeptidases
(AB ENZYMES, 2001). A quantificac&o do teor de Phe
residual pode ser feita por diferentes métodos,
destacando-se a espectrofotometria derivada segunda
(EDS) (GRANT & BHATTACHARY YA, 1985;
ICHIKAWA & TERADA, 1977, 1979, 19814, b; ROJAS et
al., 1998). A EDS tem sido utilizada com éxito em diversos
trabalhos. (DELVIVO et a., 2004; LOPES et ., 2004;
MARCO, 2004; MORAIS et al., 2005; SILVA, 2004;
SILVESTRE et a., 1993; SOARES et al., 2004).

Levando-se em conta a posi¢cdo relevante que o
arroz ocupanadieta do brasileiro, seriainteressante a sua
utilizag@o como matéria-prima para o desenvolvimento de
hidrolisados com baixo teor de Phe. Cerca de 12,3 % da
energia e 9,2 % da proteina ingeridos na dieta média do
brasileiro sdo fornecidos pelo arroz e o consumo per capita
de arroz no Brasil foi de 84,8 kg/habitante no ano de 2001
(FAO, 2004; IRRI, 2001).

A cromatografia liquida de alta eficiéncia de
exclusio molecular (SE-HPLC) tem sido utilizada com éxito
na caracterizacéo de perfil peptidico de hidrolisados.
(CARREIRA et al., 2002; DELVIVO et d., 2004; LOPES ¢t
al., 2004; MARCO, 2004; MORATO &t a., 2000; MORAIS
et a., 2005; SILVA, 2004; SOARES et al., 2004). E
interessante que se conheca o perfil peptidico de
hidrolisados protéicos para uso em dietas especiais, pois,
segundo Gonzalez-Tello (1994), eles devem apresentar as
seguintes caracteristicas: alto teor de di- e tri-peptideos,
massa molecular média de 500 Da e ndo conter peptideos
maiores que 1000 Da.

Objetivou-se com este trabalho otimizar a extragdo
da proteina do arroz, avdiar a utilizago do carvéo ativado
na remoc¢éo de Phe de hidrolisados protéicos de arroz,
obtidos pela acdo da corolase PP, e caracterizar o perfil
peptidico destes hidrolisados, visando o desenvolvimento
de formulacdes dietéticas para fenilcetonuricos.

MATERIAL E METODOS
Material

A corolase PP foi adquiridada AB Enzymes (Darmstadt,
Alemanha) e os aminoéacidos L-fenilalanina, L-tirosinae L-
triptofano foram adquiridos da Sigma-Aldrich (St. Louis, MO,
USA). O carvéo ativado (granulado n.119, 20 a 50 mesh série
Tyler) foi adquirido da Carbomafra S.A. (Curitiba, PR). O arroz
polido tipo 1 foi obtido no comércio de Belo Horizonte, MG.
Os demais reagentes foram de grau analitico.

No sistema de cromatografia liquida de alta
eficiéncia (HPLC), para o fracionamento dos hidrolisados
protéicos, foi utilizada uma coluna cromatografica PHEA
[poli-(2-hidroxietilaspartamida)-silica], 250 x 9,4 mm, 5mm
€200 A (PolylC, Columbia, MD). Uma bomba isocrética e
um detector espectrofotométrico em UV-VIS (série HP 1100,
Waldbronn, Alemanha), acoplado a um computador com
software HP Chemstation (Avondale, EUA). O &cido
férmico foi obtido da Merck (Darmstadt, Alemanha). A agua
utilizada no cromatografo foi purificada em Sistema de
Purificacdo de Agua Aries (Vaponics, EUA). As membranas
de celulose usadas nafiltragdo das amostras (0,20 mm) e
dos solventes (0,45 mm) foram adquiridas da Sartorius
(Goettingen, Alemanha).

Métodos

Extracdo das proteinas do arroz

Foi realizada uma extracdo alcalina para obtencdo
do extrato protéico bruto de arroz, utilizando-se 0 método
citado por Connor et a. (1976), com a gumas modificagdes.
A 80 g de arroz moido, foram adicionados 400 mL de &gua
destilada e quantidade suficiente de uma solucéo de
hidrdxido de sodio 3 mol/L, até atingir o pH = 12,0. A mistura
foi agitada por 60 minutos em agitador magnético e, entdo,
foi centrifugada em velocidade de 425 x g por 10 minutos.
A frag8o liquida (Snl) foi separada e o residuo sdlido foi
lavado com uma solucdo de hidréxido de sodio 0,1 mol/L.
A mistura foi novamente centrifugada por 5 minutos. A
fragdo liquida obtida (Sn2) foi adicionada ao Snl, eafracéo
s6lida foi lavada duas vezes com agua destilada,
recolhendo-se sempre a fragéo liquida e adicionando-a a
fragdo Snl. A fracdo liquidafoi, entdo, neutralizada com
solucao de &cido cloridrico 3 mol/L, congelada e liofilizada
(Liofilizador Freezone, modelo 77500, Labconco, Kansas
City, MI, USA). A fragdo liquida, apds liofilizagdo, foi
denominada Extrato Protéico de Arroz (EPA). O teor de
proteina do EPA obtido foi determinado pelo método de
micro-Kjeldahl n° 960.52.
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Preparo dos hidrolisados protéicos de arroz

Foram preparados sei's hidrolisados enzimaticos,
utilizando-se a corolase PP. A cada uma das solucfes de
EPA em agua (concentragtes de 1 a 3 g/100 mL),
adicionou-se benzoato de sodio (0,1% p/v) e gjustou-se
0 pH para 9,0, que se manteve inalterado até o final da
reacdo. As solugdes foram levadas a banho-mariaa 25°C
e adicionou-se a enzima em quantidade suficiente para se
obter arelacdo enzima:substrato desgjada (E:S). Apos 5
horas de hidrdlise, areacéo foi interrompida pela adicéo
de &cido fosférico PA (min. 85%), suficiente para reduzir
0 pH para 3. Posteriormente, os hidrolisados foram
congelados e liofilizados.

Remoc&o de Phe dos hidrolisados protéicos de arr oz

A Phe foi removida dos hidrolisados protéicos de
arroz pela utilizagcéo do carvéo ativado, como meio
adsorvente. Foi utilizado o procedimento de passagem por
coluna, desenvolvido por Soares et d. (2004). O carvéo foi
hidratado com &gua purificada por 10 minutos e, em seguida,
colocado em seringa descartavel de 20 mL., contendo filtro
de nylon com 1a de vidro. Preparou-se uma solucéo de
hidrolisado (0,8 g/100 mL), que foi aplicada a coluna, sob
pressdo (compressor Diapump, Fanem, mod. 089-A, série
BE11778, S&o Paulo, SP), recolhendo-se o eluato.

Avaliacdo da remocéo de Phe

A avaliacdo da eficiéncia de remocéo de Phe pelo
carvao ativado foi realizada pela medida do teor de Phe
livre, no EPA e seus hidrolisados (ap6s tratamento com
carvéo), empregando-se a técnica desenvolvida no mesmo
laboratério em que o presente estudo foi realizado (LOPES
et a., 2004), baseada na Espectrofotometria Derivada
Segunda (EDS). Desta forma, as solugdes de hidrolisados
(0,8 g/100 mL de égua purificada), previamente submetidas
ao tratamento com carvéo ativado, e a solucdo de EPA (0,2
0/100 g de &gua purificada), foram colocadas em tubos
especiais de hidrélise e evaporadas em Centrivap
(Labconco, EUA) até residuo. Posteriormente, foi realizada
a hidrolise acida, adicionando-se HCI 5,7 mol/L, e
colocando-se em estufaa 110 °C por 24 h, paraliberagéo da
Phe. ApGs este tempo, as amostras foram reconstituidas
com agua purificada para 10 mL, filtradas em papel de filtro
qualitativo e o pH foi gjustado para 6,0, com solugéo de
fosfato de sddio bibésico 1,0 mol/L.

Para a determinacdo do teor de Phe pela EDS,
preparou-se, inicialmente, uma curva-padréo de Phe na
presenca de tirosina (Tyr) e triptofano (Trp). Para tal,
solugdes estoque dos aminoéci dos arométi cos, Phe, Tyr

e Trp, foram preparadas em tampao fosfato de sddio
0,01 mol/L (pH 6,0), nas concentragdes de 6,05 x 10*
mol/L; 5,52 x 10 mol/L e 4,90 x 10* mol/L,
respectivamente. A partir dessas solugdes, foram
preparadas, por dilui¢cBes sucessivas, solucdes
contendo Phe em concentrages variando de 0,067 a
2,018 x 10* mol/L. Estas solugbes foram, entéo,
submetidas as|leituras de absorvéancia nafaixade 250 a
280 nm em espectrofotdmetro (CECIL modelo CE2041,
Buck Scientific, Inglaterra). Os espectros de derivada
segunda foram tragados em computador com o software
GRAMS-UV (Galactic Industries Corporation, Salem,
NH, EUA), acoplado ao espectrof otémetro. Dos quatro
picos negativos obtidos, foram utilizados os valores de
areaealturados 3¢ e 4° picos paratracgar acurvapadréo
em funcdo da concentracdo de Phe.

Paramedir o teor de Phelivre nas amostras, foram
tracados os espectros das solucdes obtidas apds a
hidrdlise acida na mesma faixa de comprimento de onda
da curva padréo. Posteriormente, tracaram-se os
espectros de derivada segunda, e levaram-se a curva
padréo os valores de area ou altura dos picos negativos
escolhidos acima, para encontrar a concentracdo de Phe.

Caracterizacdo do perfil peptidico dos hidrolisados
protéicosdearroz

A caracterizacdo do perfil peptidico dos
hidrolisados consistiu no fracionamento dos peptideos,
de acordo com o tamanho da cadeia, e sua posterior
quantificacdo.

O fracionamento dos peptideos foi realizado por
HPLC de exclusfo molecular em coluna PHEA, conforme
descrito por Silvestre et al. (1994a). As amostras foram
dissolvidas a uma concentracdo de 1 g/100 mL em uma
solucao de &cido formico 0,05 mol/L (pH 2,5) e submetidas
a cromatografia a temperatura ambiente, sob condicfes
isocréticas, aum fluxo de 0,5 mL/min, durante 35 minutos.
A fase movel foi filtrada, através de membrana de 0,45
mm, e desgaseificada imediatamente antes do uso. As
fragbes foram separadas de acordo com o tempo de
eluicdo, sendo F1, de 13,5 a 18,0 min (peptideos grandes,
com mais de 7 aminoéacidos); F2, de 18,0 a 21,5 min
(peptideos médios, entre 4 e 7 aminoécidos); F3, de 21,5 a
22,5 min (di- e tri-peptideos); e F4, de 22,5 a 32,0 min
(aminoécidos livres).

O método répido da Area Corrigida da fragio (ACF),
desenvolvido por Silvestre et al. (1994b), foi utilizado para
quantificar os peptideos e aminoécidos livres presentes
nos hidrolisados de proteina de arroz. Apés a
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multidetecc8o das fragtes a 230, 280 e 300 nm, para se
eliminar a interferéncia da absorcéo dos aminoacidos
aromdticos, calcula-se a ACF. Esta, por suavez, élevadaa
uma curva padréo, para se encontrar a quantidade de
peptideos de cada fragéo, preparada como descrito em
outros trabalhos (LOPES et al., 2004; MORATO et &, 2000;
SILVESTRE et d., 1994b).

Andlise estatistica

Todas as determinacdes foram realizadas em
triplicata. Utilizaram-se a Andlise de Variancia(ANOVA
fator Unico) e o Teste de Duncan a 5% de probabilidade,
para comparar o teor final de Phe no EPA e nos
hidrolisados, ap0s tratamento com carvao ativado.
Para se comparar a quantidade dos peptideos e
aminoécidos livres das fragdes cromatograficas foi
adotado um delineamento fatorial 2 x 4, sendo dois
hidrolisados e quatro fracdes, em trés repeticdes
totalizando 24 parcelas. As médias foram comparadas
pelo Teste de Duncan a’5% de probabilidade. As curvas
padrdo foram obtidas por andlise de regresséo
(PIMENTEL-GOMES, 2000).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Espectrofotometria derivada segunda: curva padré&o e
espectros

A curva padréo de Phe escolhida, obtida por meio
daEDS, refere-se a que foi tragada empregando-se a &rea
do terceiro pico, pois esta apresentou 0 maior coeficiente
de determinacdo (R?) quando comparada a altura.
Constatou-se, também, que a regressdo linear para Phe foi
significativa (p < 0,01). As equacdes da reta e os
coeficientes de determinacdo obtidos foram os seguintes:
y = 3,0077x + 0,7587 e R? = 0,9576. Outros autores também
relataram resultados semelhantes ao relacionarem a &rea e/
ou altura do pico de absorcdo de Phe, em presencade Tyr
e Trp, com a concentracdo de Phe (ICHIKAWA & TERADA,
1977, ZHAO et d., 1996). O mesmo foi descrito em trabalhos
anteriores desenvolvidos no mesmo laborat6rio do presente
trabalho (DELVIVO et a., 2004; LOPES et a., 2004,
MARCO, 2004; MORAISet al., 2005; SILVA, 2004; SOARES
et al., 2004). No entanto, alguns autores encontraram
nimeros de picos negativos diferentes aos deste estudo,
no espectro da Phe (ICHIKAWA & TERADA, 1977, MICLO
et al., 1995). Segundo Levillain & Fompeydie (1986), esta
variagcdo no espectro da Phe poderia estar associada as
diferencas nas formas utilizadas do aminoéacido padr&o
(livre ou N-acetil-éster), na aparelhagem empregada, em

especial o espectrofotdmetro e o software, como também
no tipo de solvente e os valores de pH.

Eficiéncia daremocao de Phe

Pode-se observar, na Tabdla 1, que 0 uso do carvéo
ativado foi eficiente naremogao de Phe de hidrolisados protéicos
de arroz obtidos pela agdo da corolase PP O percentua de
remoc¢do variou de 89 a 100%, e o teor find de Phe nos
hidrolisados foi de 0,39 a 68,34 mg de Phe/100 g de hidrolisado.

Oteor inicia de Phe no EPA erade 611,9 mg de Phe/
100 g de extrato. Os resultados foram apresentados em
termos de teor final de Phe (em mg de Phe/100 g de
hidrolisado) e porcentagem de remocéo de Phe, sendo a
primeira forma a mais indicada para os célculos de
adequacdo das prescri¢des dietéticas de substitutos
protéi cos destinados a fenilcetondricos, além de atender a
regulamentacdo técnica que normatiza a rotulagem
nutricional de alimentos (ANVISA, 2003).

Acrescenta-se, ainda, que, numa formulagdo
dietética para fenilcetondricos contendo apenas
hidrolisado protéico de arroz, o teor de Phe por 100 g de
hidrolisado variaria de 0,39 a 68,34 mg, bem abaixo do limite
maximo permitido pelalegislacdo brasileira (BRASIL, 2002),
que é de 0,1 g de Phe por 100 g de produto, em formulagtes
para fenilcetondricos, mesmo empregando o hidrolisado
protéico com menor remog&o de Phe.

Resultados semel hantes (75 a 99% de remoc&o)
foram obtidos no mesmo laboratério onde o presente
trabalho foi realizado, utilizando-se carvéo ativado para
remover a Phe de hidrolisados enziméticos de leite em
po desnatado (LOPES et d., 2004; SOARES et al., 2004)
ede soro de leiteem p6 (DELVIVO et al., 2004; MARCO,
2004; SILVA, 2004). Outros autores também relataram
resultados de remocdo de Phe proximos aos obtidos
neste trabal ho, utilizando carvéo ativado. Assim, Lopez-
Bajonero et a. (1991) conseguiram remover 92% da Phe
de hidrolisados protéicos de leite em pd desnatado e
caseinato de sodio obtidos pela acdo da papaina e de
uma protease microbiana. Moszczynsky & ldziac (1993),
empregaram uma mistura de trés enzimas
(carboxipeptidase A, aminopeptidase e quimotripsina)
na hidrélise de caseina, obtendo, apds tratamento com
carvao, cerca de 90% de remocédo de Phe. Niveis de
remocdo de 97% foram relatados por Kitagawa et al.
(1987) em hidrolisados de proteinas do soro de leite
obtidos pela acdo da actinase.

N&o foram encontrados na literatura trabalhos
utilizando a proteina do arroz na producéo de hidrolisados
com baixo teor de Phe.
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TABELA 1 — Percentual de remocéo e teor final de Phe dos hidrolisados protéicos de arroz, obtidos pela agdo da

Corolase PP.
gg}r:;?gggo de Teor final de Phe Remocao de Phe
. 0, 1 i 0,
Amostra EPA (g/100 mL) E:S(%) (mg Phe/100g de hidrolisado) (%)
H1 1 1 157+12,01° 100
H2 1 2 1,77 +10,67° 100
H3 2 1 5,26 + 16,22 ° 99
H4 2 2 0,39+ 11,68° 100
H5 3 1 68,05+ 13,46 2 89
H6 3 2 68,34+ 17,812 89

EPA = Extrato Protéico de Arroz. E:S = relag@o enzima:substrato. Teor final de Phe = teor de Phe dos hidrolisados, apés
tratamento com carvao ativado e hidrdlise &cida. Os resultados representam a média das triplicatas e seu desvio
padrdo. Médias indicadas por letras iguais ndo diferem entre si a 5% de probabilidade pelo teste de Duncan.

Uma das grandes vantagens desse trabalho em
relacdo aos de outros autores, refere-se a possivel otimizagao
do processo dos pontos de vista tecnol 6gico e econdmico,
uma vez que resultados favordvels a remocao de Phe foram
obtidos com o0 emprego de apenas uma enzima, com tempo
inferior e menores quantidades de carvéo e relagdo E:S.

Efeito dos par @metros hidroliticos sobre a remocéo de Phe

Foram analisados os seguintes parametros:
concentracdo inicial de extrato protéico e relacao
enzima:substrato.

Comparando-se os resultados obtidos para os
hidrolisados H1, H3 e H5, ou H2, H4 e H6 (Tabela 1),
pode-se avaliar o efeito da concentragdo do substrato
protéico (EPA). Assim, observa-se que 0 aumento da
concentracdo de EPA de 1 g/100 mL (0,78 g de proteina/
100 mL —H1eH2) para2 g/100 mL (1,56 g de proteina/100
mL — H3 e H4) néo teve efeito na remogéo de Phe. A
elevacdo desta concentragdo inicial para3 g/100 mL (2,34
g de proteina/100 mL — H5 e H6), porém, foi prejudicial,
umavez que levou a um aumento no teor final de Phe.
Esperava-se que esse aumento na concentragao protéica
levasse a umamaior probabilidade da enzimaentrar em
contato com o substrato, levando a uma maior
exposi¢cdo da Phe e, consequentemente, uma maior
remocao deste aminoacido. No entanto, o efeito da
hidrolise enzimética na remogdo de Phe é muito
complexo, como serdvisto adiante.

Na avaliacdo dainfluéncia darelacdo E:S, foram
comparados os resultados obtidos para os hidrolisados
H1 com H2, H3 com H4 e H5 com H6 (Tabela 1). Observa-se

que, nos trés casos, 0 aumento de duas vezes na relacéo
E:S ndo teve efeito paraaremocdo de Phe.

O efeito darelacdo E:S sobre aremocéo de Phe foi
avaliado em varios trabalhos. Assim, dependendo das
condi¢des hidroliticas empregadas, o aumento narelagdo
E:Sfoi prejudicial paraaremocéo de Phe (LOPES et dl.,
2004; DELVIVO et d., 2004), benéfico (DELVIVO et d.,
2004; SILVA, 2004), ou sem efeito (DELVIVO et d., 2004;
MARCO, 2004; SOARES et a., 2004). Apesar de se esperar
que o aumento darelacdo E:S levaria sempre aum maior
grau de hidrélise e, consegiientemente, a uma liberacéo
de Phe mais pronunciada, facilitando a sua remogao, o
conjunto de todos esses resultados indica que, na prética,
esse procedimento é mais complexo do que o teoricamente
esperado, e o efeito darelac@o E:S sobre a remocéo de
Phe depende de diversos fatores, tais como o tipo e
concentracdo de enzima e de substrato e a temperatura
dareaco hidrolitica.

Caracterizacdo do perfil peptidico dos hidrolisados
protéicosdearroz

Os hidrolisados H3 e H4 foram analisados quanto a
distribuico de peptideos e aminoacidos livres, pois, entre
0s gue apresentaram o0 menor teor final de Phe, estes
utilizaram maior concentragdo protéicainicial (1,56 g/100 mL),
0 que tornaria a etapa de secagem mais econdmica, quando
do seu preparo em larga escala. A titulo de exemplo, esta
apresentado na Figura 1 o perfil cromatografico do
hidrolisado H4.

Os teores de peptideos e de aminoéacidos livres nas
fragdes cromatograficas estéo apresentados na Tabela 2.
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Observa-se que, do ponto de vista nutricional, o
perfil peptidico do hidrolisado H3 foi superior ao do H4,
por ter apresentado maior teor de oligopeptideos (F2 + F3
= 66% e 58%, respectivamente) e menor teor de grandes
peptideos (F1 = 15% e 20%, respectivamente) e de
aminoécidos livres (F4 = 20% e 22%, respectivamente).
Estes resultados indicam, ainda, que o aumento da E:S de

Ao

1% (H3) para 2% (H4) foi prejudicial para o perfil peptidico.
Portanto, este procedimento (duplicacdo da E:S) néo
apresentou qualquer vantagem para os hidrolisados
protéicos, além de ser pouco viadvel economicamente.
Ressalta-se, ainda, que ndo foram encontrados naliteratura
dados sobre o perfil peptidico de hidrolisados protéicos
dearroz.

Perfil cromatogréafico do hidrolisado H4 a 230 nm. F1: grandes peptideos (> 7 residuos de aminoacidos); F2: médios
peptideos (4 a 7 residuos de aminoéciods); F3: di-e tripeptideos; F4: aminoécidos livres. Y = pico datirosina, W = pico

do triptofano.

FIGURA 1- Perfil cromatogréfico do hidrolisado protéico de arroz.

TABELA 2—Teores de peptideos e de aminoacidos livres das fracdes cromatogréficas dos hidrolisados protéicos de arroz.

Hidrolisados
Fracbes cromatogr éficas H3 H4
Grandes peptideos (> 7 amino&cidos) 152+0,99? 20,2+22"2
Peptideos médios (4 a 7 aminoécidos) 33,7+1,0%? 36,9+0,3%!
Di- e tri-peptideos 31,6+1,1"! 20,6+1,2°'2
Aminoécidos livres 795+12°? 222+1,0°""

Todos os valores sdo apresentados em % das quatro fragfes. Os resultados representam a média das triplicatas e seu
desvio padrdo. Médias indicadas por letras iguais ndo diferem entre si a 5% de significancia na comparagédo das
diferentes fragdes de um mesmo hidrolisado. Médias indicadas por niimeros iguais ndo diferem entre s a 5% de
significancia na comparagdo de uma mesma fracéo para diferentes hidrolisados.
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CONCLUSOES

O emprego da corolase PP possibilitou até 100%
de remocé&o da Phe de hidrolisados protéicos de arroz
pela utilizacdo do carvéo ativado, sendo que, dos
parémetros testados, apenas a concentragéo protéica
inicial influenciou naremocéo de Phe. Osteoresfinais
de Phe de todos os hidrolisados foram inferiores a 0,1
g/100 g, possibilitando seu uso no preparo de
formulacdes dietéticas para fenilcetonuricos. A
concentracdo protéicainicial de 0,78 e 1,56 g/100 mL foi
a que obteve os melhores resultados. O melhor perfil
peptidico foi obtido com uma E:S de 1% e uma
concentracdo protéicainicial de 1,56 g/100 mL.
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