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RESUMO

Para avaliar o efeito da remogéo de fenilalanina no perfil peptidico dos hidrolisados proteicos de farinha
de trigo, foram preparados nove hidrolisados empregando-se a associa¢do sucessiva de pancreatina e de
extrato enzimadtico bruto obtido da casca de abacaxi (EB). Foram testados o efeito da ordem de adigdo das
enzimas, da temperatura de reac¢do, da relagdo enzima: substrato (E:S) e do tratamento fisico da amostra.
A analise do perfil peptidico dos hidrolisados foi realizada em duas etapas: antes e apds a remogdo da
fenilalanina. A cromatografia liquida de alta eficiéncia de exclusdo molecular foi utilizada para efetuar
o fracionamento e a quantificagio dos peptideos e aminoacidos livres pela técnica da Area Corrigida da
Fragdo. O processo de remogio de fenilalanina melhorou o perfil peptidico de trés hidrolisados, mas nio
afetou no de cinco hidrolisados. O efeito benéfico desse processo estd associado ao aumento no teor de
di- e tripeptideos ou a redu¢do na quantidade de peptideos grandes. O melhor perfil peptidico foi obtido
apos a remogio de fenilalanina, utilizando-se pancreatina E:S de 4:100 a 50°C, durante 210 min, seguida
de EB E:S de 10:100 a 70°C durante 90 min.

Palavras-chave. farinha de trigo, hidrolisados proteicos, remogao de fenilalanina, perfil peptidico.

ABSTRACT

The effect of phenylalanine removal on the peptide profile of the protein hydrolysates from wheat flour was
investigated. Nine hydrolysates were prepared, using a successive association of a pancreatin and a crude
enzymatic extract obtained from pineapple peel (CE), and the effect of the order of enzymes addition, the
reaction temperature, the enzyme: substrate (E:S) ratio, and the physical treatment of sample were examined.
The analysis of peptide profile of hydrolysates was performed in two stages, that is before and after removing
phenylalanine. The size-exclusion high performance liquid chromatography was used for performing the
fractionation, followed by Correct Fraction Area technique for quantifying peptides and free amino acids.
The process of phenylalanine removal improved the peptide profile of three hydrolyzed samples, but it did
not affect the five hydrolysates. The beneficial effect of this process is correlated with the increase of di- and
tripeptides contents, or in reducing the amount of large peptides. The best peptide profile was obtained
after phenylalanine removal by using pancreatin at E:S ratio of 4:100 at 50°C for 210min, followed by CE
at E:S ratio of 10:100 at 70°C for 90 min.
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INTRODUCAO

A fenilcetonuria é uma doenga genética, causada
por uma mutagao no gene que codifica a enzima fenilalanina
hidroxilase, ativa no figado e responsavel pela transformacao
de fenilalanina (Phe) em tirosina (Tyr). O tratamento
da fenilcetonuria é essencialmente dietético e, no Brasil,
utilizam-se féormulas importadas e de alto custo, constituidas
de misturas de aminodcidos livres, isentas de Phe,
resultando em uma dieta monétona e pouco palatavel'~.
A ingestdo de alimentos de alto valor proteico e com teor
de Phe de aproximadamente 5 % ¢ controlada na dieta dos
fenilcetonuricos, sendo que os cereais, dentre eles o trigo,
fazem parte deste grupo de alimentos, cuja ingestdo deve
ser controlada. Portanto, a inclusdo da farinha de trigo na
alimentagdo destes pacientes, sem restricdao, deve passar,
necessariamente, por uma etapa de remogao de Phe. Assim,
varios métodos foram estudados visando a remocéo desse
aminoacido de hidrolisados proteicos', podendo-se citar a
adsor¢do em carvio ativado (CA) ou resinas de adsorcio,
cromatografia de troca idnica, peneira molecular ou filtra¢io
em gel. A escolha do método deve considerar a praticidade,
reprodutibilidade e a relagao custo/eficiéncia de cada
tratamento®. O laboratério de Bromatologia/Pesquisa da
UEMG tem realizado estudos para avaliar a eficiéncia do
CA na remocéo de Phe de leite em pd desnatado”®, soro de
leite>', fuba de milho', arroz'?, feijao'* e farinha de arroz'.

Esta etapa de remogao de Phe deve ser precedida da
extracdo proteica e do tratamento enzimatico, originando os
hidrolisados proteicos. Entretanto, as proteases comerciais
sdo0, em sua maioria, importadas e de custo elevado. Assim,
com o objetivo de reduzir os custos operacionais, foi testada,
neste trabalho, a associacio de uma enzima comercial
com um extrato enzimdtico bruto, obtido de um residuo
agroindustrial (casca de abacaxi), preparado no laboratério.

Um dos principais critérios na caracterizagio de
um hidrolisado proteico para utilizagdo dietética é sua
distribui¢do quanto ao tamanho dos peptideos, sendo
utilizados mais efetivamente pelo organismo aqueles
contendo um elevado teor de oligopeptidios, especialmente
di- e tripeptideos, do que uma mistura equivalente de
aminoacidos livres ou a proteina intacta. Desta forma, a
introdugdo na dieta de hidrolisados enziméticos ricos em
pequenos peptideos pode ser importante, no sentido de
propiciar uma melhor utilizagao das proteinas'>'c.

Visando caracterizar o perfil peptidico de hidrolisados
proteicos, diferentes metodologias tém sido desenvolvidas,
como por exemplo, eletroforese em gel de poliacrilamida
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dodecil sulfato de sédio (SDS-PAGE)", cromatografia de
exclusdo molecular (SEC), cromatografia liquida de alta
velocidade com eletrospray acoplado ao espectrometro de
massa'®, HPLC capilar”, HPLC de fase reversa®, HPLC de
exclusao molecular (SE-HPLC) empregando coluna TSK
G-2000 SW (6x 7,5 cm)*' e coluna Superose -12HR 10/30*>%.
O método desenvolvido por Silvestre et al** foi empregado
na caracteriza¢do do perfil peptidico de hidrolisados
enzimaticos obtidos de diversas fontes proteicas por este
mesmo grupo de pesquisa®'>**. Dessa forma, este método,
que permite fracionar e quantificar peptideos com massas
moleculares menores do que 1000 Da, foi aplicado, de forma
analoga no presente trabalho, utilizando-se a mesma coluna
cromatografica de exclusdo molecular contendo o complexo
poli (2-hidroxietil-aspartamida)-silica (PHEA).

O objetivo deste trabalho consistiu em avaliar o
efeito da remogédo de fenilalanina sobre o perfil peptidico
de hidrolisados proteicos de farinha de trigo, estudando-se
a influéncia do tratamento fisico da amostra, assim como
do emprego da associagdo sucessiva de uma pancreatina
comercial com o extrato enzimatico bruto da casca de abacaxi
(EB), preparado no laboratdrio. Além disso, foi estudada a
acao de diversos parametros hidroliticos, tais como a ordem
deadigdo das enzimas, a relagdo E:S e a temperatura de reagio.

MATERIAL E METODOS

Material

A farinha de trigo tipo I foi adquirida no comércio
de Belo Horizonte, MG. A protease Protemax® 580 L (EC
3.4.21.14), uma serino-endopeptidase de origem bacteriana
(cepa do Bacillus licheniformis, atividade 580 KDU/g, estavel
em pH entre 7 e 10, com pH étimo em 9,5, temperatura
otima de 60°C e temperatura de inativa¢do acima de 85°C
por 10 min) foi adquirida da Prozyn (Sao 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, Brasil). Os aminodacidos L-fenilalanina, L-tirosina e
L-triptofano foram adquiridos da Sigma-Aldrich (St.
Louis, MO, USA). O carvéo ativado (granulado n°® 119,
20 x 50 mesh,12 x 25 mesh, 6 x 12 mesh) foi adquirido da
Carbomafra S.A. (Curitiba, PR, Brasil). O extrato enzimatico
bruto da casca do abacaxi (Anands comosus) variedade Pérola,
foi preparado no laboratério. Utilizou-se o Liofilizador
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Freezone, (modelo 77500, Labconco, Kansas City, MI, USA),
o compressor (Diapump, Fanem, mod. 089-A, série BE11778,
Séo Paulo, SP, Brasil), o cutter (Sire, modelo Super Cutter,
Sao Paulo, Brasil), ultraturrax (IKA Labortechnix, T25 basic,
Wilmington, EUA) e o agitador magnético (Fisatom, modelo
752 A, Sao Paulo, SP, Brasil). O sistema de cromatografia
liquida de alta eficiéncia de exclusao molecular (SE-HPLC),
usado no fracionamento dos hidrolisados proteicos foi
constituido por uma coluna cromatografica poli-(2-
hidroxietil-aspartamida)-silica (PHEA) 250 x 9,4 mm, 5 mm
€200 A (PolylC, Columbia, MD, EUA), uma bomba isocratica
e um detector espectrofotométrico UV-VIS (série HP1100,
Waldbronn, Alemanha), acoplado a um computador com
software (HPchemstation, Avondale, EUA). A dgua usada no
cromatégrafo foi purificada em Sistema de Purificagdo (Aries
Vaponics, Rockland, EUA). Todos os reagentes utilizados
eram de grau analitico.

Métodos
Preparo dos hidrolisados proteicos da farinha de trigo
Inicialmente, a enzima de Bacillus licheniformis
foi empregada para extrair as proteinas da farinha de
trigo, de acordo com o método desenvolvido no mesmo
laboratdrio do presente trabalho''. O extrato proteico
obtido foi submetido a hidrdlise enzimatica, testando-
se a associagdo sucessiva da pancreatina comercial com
0 extrato enzimdatico bruto da casca de abacaxi - EB,
variando-se os pardmetros: ordem de adi¢ao das enzimas
(pancreatina + EB e EB + pancreatina); temperatura (35,
40, 50 e 70°C) e relacdo enzima:substrato (E:S) (2:100,
3:100 e 4:100) para a pancreatina. Dessa forma, foram
obtidos 9 hidrolisados proteicos, que estao apresentados
na Tabela 1. O tempo total de reagdo, para todas as
amostras, foi de 5h, sendo testado o efeito do tratamento
fisico em apenas um dos casos estudados.

Tabela 1. Variaveis empregadas no preparo dos hidrolisados proteicos da farinha de trigo

Parametros Hidroliticos

H Protease E:S (,:2) Te(lll:)p ° pH Te

H1 EB + pancreatina 10:100 + 4:100 70/50 90 min/210 min 8/7 Ausente
H2 Pancreatina + EB 4:100 + 10:100 50/70 90 min/210 min 7/8 Ausente
H3 EB + pancreatina 10:100 + 4:100 35 90 min/210 min 7 Ausente
H4 EB + pancreatina 10:100 + 4:100 40 90 min/210 min 7 Ausente
H5 EB + pancreatina 10:100 + 4:100 50 90 min/210 min 7 Ausente
Heé EB + pancreatina 10:100 + 4:100 70 90 min/210 min 7 Ausente
H7 EB + pancreatina 10:100 + 2:100 50 90 min/210 min 7 Ausente
HS8 EB + pancreatina 10:100 + 3:100 50 90 min/210 min 7 Ausente
H9 EB + pancreatina 10:100 + 3:100 50 90 min/210 min 7 Ultraturrax

H = hidrolisado; EB: extrato enzimdtico bruto da casca de abacaxi; E:S: relacdo enzima:substrato; T =

temperatura;Te: tratamento fisico do extrato

Remogao de fenilalanina dos hidrolisados proteicos

A remocio da Phe foi realizada pela utilizagdao
do CA como meio adsorvente, empregando-se o
procedimento de passagem por coluna, desenvolvido
no mesmo laboratério do presente trabalho®. O CA foi
hidratado com agua destilada por 10 min sob agitagdo

constante e, em seguida, colocado em seringa descartavel
de 10 mL contendo filtro de nylon com la de vidro. A
coluna de carvao ativado foi montada colocando-se
embaixo o carvdo de menor granulometria, seguido pelo
de média e por ultimo o de maior granulometria. Em
sequéncia, os hidrolisados foram passados pela coluna em
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quantidade suficiente para atingir a relagao proteina:CA
1:88,5 e submetidos a pressdo (compressor Diapump,
Fanem, mod. 089-A, série BE11778, Sao Paulo, SP, Brasil),
tendo sido recolhidos os eluatos.

Caracterizacdo do perfil peptidico dos hidrolisados
proteicos

Para caracterizar o perfil peptidico dos
hidrolisados, antes e apds a remogao de fenilalanina,
empregou-se o fracionamento dos peptideos, de
acordo com o tamanho da cadeia, e a sua posterior
quantificagdo. Este primeiro procedimento foi
realizado por cromatografia liquida de alta eficiéncia
de exclusio molecular (SE-HPLC) em coluna PHEA,
conforme descrito por Silvestre et al**. Sucintamente,
as amostras foram dissolvidas em uma concentragdo
de 1 g % (p/v) na fase moével (acido férmico a 0,05
mol/L, pH 2,5) e submetidas a cromatografia a
temperatura ambiente, sob condigdes isocraticas, a
um fluxo de 0,5 mL/min, durante 35 min. O volume
injetado foi de 20 mL. A fase mdvel foi filtrada, através
da membrana de 0,45 mm (Millipore Industria e
Comércio Ltda, Sao Paulo, SP, Brasil) e desgaseificada
imediatamente antes do uso. Posteriormente, a
quantificacao dos peptideos e aminodcidos livres
presentes nas fra¢des cromatograficas foi realizada
empregando-se o método rapido da Area Corrigida
da Fracao (ACF), desenvolvido por Silvestre et al**>. O
célculo da ACF foi realizado apds a multidetec¢ao das
fracdes a 230 nm, 280 nm e 300 nm, para se eliminar
a interferéncia devida a absorcdo dos aminodcidos
aromdticos. Finalmente, tracou-se, uma curva padréo,

maAll

relacionando a ACF com os teores de aminoacidos das
fragdes cromatograficas.

Analise Estatistica

Todos os experimentos foram feitos em 3 repeticdes e
asanalises realizadas em triplicata. Os dados foram submetidos
aanalise de variancia e, para a avalia¢do das diferencas entre
as médias dos teores de peptideos e aminodcidos livres
das fragdes cromatograficas dos hidrolisados proteicos, foi
utilizado o Teste de Duncan (p < 0,05)*".

RESULTADOS E DISCUSSAO
Caracterizag¢ao dos hidrolisados proteicos
Perfil peptidico

No intuito de exemplificar o perfil cromatografico
obtido dos hidrolisados proteicos, antes e ap6s a remogao
de Phe, apresenta-se, na Figura 1, o hidrolisado H1 a
230 nm. As amostras foram separadas em 4 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-
e tripeptideos); e F4, de 20,5 a 32,0 min (aminoacidos
livres). A andlise deste perfil obtido permite concluir que
atécnica de SE-HPLC, empregada neste estudo mostrou-
se eficiente para fracionar os hidrolisados proteicos
com massas moleculares inferiores a 1000 Da. Estes
resultados estdo de acordo com os obtidos em estudos
anteriores realizados neste mesmo laboratorio, utilizando
esta metodologia, para caracterizar os hidrolisados de
diferentes fontes proteicas, tais como o soro de leite>'**,
a caseina?®?232 g leite®?® e o0 arroz'’.
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Figura 1. Perfil cromatogréfico do hidrolisado H1 a 230 nm. F1: grandes peptideos (> 7 residuos de aminodcidos); F2: médios peptideos (4
a 7 residuos de aminoacidos); F3: di- e tripeptideos; F4: aminodcidos livres. Y = pico da tirosina, W = pico do triptofano. Hidrolisado H1:
EB (10:100, 70 °C, 90 min, pH 8,0) + pancreatina (4:100, 70 °C, 210 min, pH 7,0)
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Ao contrario da técnica aqui utilizada, a maioria dos
métodos relatados na literatura, visando o fracionamento
de hidrolisados proteicos, apresenta uma série de
inconvenientes. Assim, Lemieux et al?’, empregando a
SE-HPLC com uma coluna TSK G-2000 SW, relataram
a dificuldade de separar os peptideos de acordo com o
tamanho da cadeia, tendo observado uma superposi¢do
de compostos com pesos moleculares diferentes. De
acordo com Nogueira et al*, na HPLC de fase reversa ha
sobreposicao de peptideos e impureza nos picos. Além
disso, também pode ocorrer sobrecarga de peptideos basicos
tanto na HPLC de fase reversa quanto na HPLC capilar™®.
Golovchenko et al? e Visser et al?®, também utilizando SE-
HPLC, porém com uma coluna Superose -12HR 10/30,
verificaram a ocorréncia de interacdes eletrostéticas e/ ou
hidrofébicas entre os solutos e a fase estaciondria. Por outro
lado, o emprego da eletroforese em gel de poliacrilamida-
sddio dodecil sulfato (SDS-PAGE) por Schimidt e Poll*, para
estimar a distribuicdo por pesos moleculares de peptideos,
também ndo foi adequada, pois esta técnica nao permite
a identificagdo dos oligopeptideos que sdo arrastados no
momento da coloragdo e lavagem do gel. Dessa forma,
a técnica empregada neste trabalho, desenvolvida por
Silvestre et al*, possibilitou separar peptideos com massas
moleculares menores do que 1000 Da, apresentando
resultados contrarios aos encontrados na literatura.

A SE-HPLC também tem sido usada na
caracterizagdo do perfil peptidico dos hidrolisados de
glaten do trigo, apesar de ndo ter promovido a separagdo
dos di- e tripeptideos dos hidrolisados maiores, de acordo
com o relatado por Wesley et al*>, Wang et al** e Kong et al*’.
Assim, Kong et al”’, empregaram a SE -HPLC com a coluna
Sephadex G-15, para avaliarem a distribuicdo da massa
molecular dos peptideos obtidos da hidroélise do gluten do
trigo, sob a¢ao das enzimas proteoliticas alcalase (Bacillus
licheniformis) e Neutrase (Bacillus amyloliquefaciens), e
observaram apenas que os peptideos apresentavam massa
molecular inferior a 1355 Da, nio sendo avaliados em
separado, o contetdo de di- e tripeptideos.

De maneira analoga, Wang et al*® caracterizaram
o perfil peptidico dos hidrolisados de gltiten do trigo sob
a acdo de uma papaina, separando os peptideos obtidos
nas seguintes fragdes: maiores que 15000 Da, entre 15000-
10000 Da, entre 5000-10000 Da e menores que 5000 Da.
Para tal, empregou o método analitico SE-HPLC com a
coluna BioSepSec-4000.

Akiyama et al*®, empregando a coluna Superdex™
Peptide HR, com o intuito de separar as fragdes dos

hidrolisados acido e enzimatico de farinha de trigo, relataram
que apenas a faixa de massa molecular foi evidenciada,
sendo que no hidrolisado preparado sob a acio de protease,
predominaram os peptideos com massa molecular superior
a 1050 000 Da, enquanto que os peptideos obtidos no
hidrolisado 4cido, ficaram na faixa de 500-1050 000 Da.
Utilizando a coluna Biosep—SEC-5-4000 e a SE-HPLC, Manu
e Rao® fracionaram os extratos proteicos obtidos a partir
de diferentes cultivares de farinha de trigo, obtendo-se as
fracées F1 (>130000 Da), F2 (80000 — 130000 Da), F3 (10000-
80000 Da) e F4 (< 5000 Da), sendo estes valores superiores
aos determinados no presente estudo. De forma semelhante,
Kammoun et al®°, utilizaram a SE-HPLC e a coluna Shodex
KW 802.5 para caracterizar o perfil peptidico do hidrolisado
de farinha de trigo, obtido pela a¢do da enzima Neutrase
(endoprotease de Bacillus subtilis), obtendo-se também 4
fracdes: Fracdol (0-1 000 Da), Fracdo 2 (1000-2000 Da),
Fracdo 3 (2000-3000 Da) e Fragdo 4 (> 3000 Da), estando
apenas a Fragdo 1 dentro da faixa de massa molecular de
principal interesse do presente trabalho.

Nao foram encontrados na literatura trabalhos que
compararam o perfil peptidico de hidrolisados proteicos
de farinha de trigo ou de outros cereais, antes e apos a
remocéo de Phe.

Teores de peptideos e de aminoacidos livres

Os resultados obtidos para os teores de peptideos e
de aminoacidos livres dos hidrolisados proteicos de farinha
de trigo estdo expostos na Tabela 2, na qual os valores estdo
apresentados em termos de porcentagem de peptideos
presentes nas fracdes F1, F2, F3 e F4. Pode-se observar que
houve variagio entre os perfis cromatograficos das amostras
analisadas, sendo que muitos hidrolisados apresentaram
teores peptidicos significativamente diferentes. Entretanto,
os elevados teores de di-e tripeptideos e aminoacidos
livres obtidos e, ainda, quantidades moderadas de grandes
peptideos, confirmam o elevado valor nutricional de
todos os hidrolisados estudados, uma vez que, em outros
trabalhos realizados anteriormente no Laboratério de
Bromatologia/Pesquisa, testando-se varias fontes proteicas
e diferentes condicdes hidroliticas, ficou evidenciada a
dificuldade de se obter teores de di-e tripeptideos acima
de 10%, de aminoacidos livres acima de 30% e de grandes
peptideos abaixo de 25%°%'*1>263032 Apenas o processo
da ultrafiltracao, realizado por Lopes et al’ foi capaz de
melhorar o perfil peptidico dos hidrolisados analisados,
pois promoveu a retirada de peptideos com massa
molecular superior a 10000 Da.
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Tabela 2. Teor de peptideos e de aminodcidos livres nas fragdes cromatograficas dos hidrolisados proteicos

F1 F2 F3 F4

" AR DR AR DR AR DR AR DR
H1 15,4243 20,47bcdes3 32,96 28,43bede2 12,033 14,97bcdel 39,58»b</1 36,7501
H2 13,09 1214 27,2304 28,43bede2 16,98 23,58 42,70 36,0004/
H3 22,6103 19,18cde5 30,6802 30,26bed2 13,5504/ 15,5044 34,1591 35,0651
H4 17,89¢f¢ 16,64%h3 31,242 32,69 15,16><43 22,282 35,7141 28,40
H5 15,858h3 17,98¢5¢ 29,95ubcdel2 29,18xbeder2 15,5243 15,24b<d3 38,6820/ 37,60bedt
Ho6 20,0842 20,923beds3 32,724 27,0204 14,64bcde’ 14,34bedel 32,5641 34,3942
H7 23,06 23,132 29,21bedel2 26,18 12,85%¢/4 14,5603 34,8941 36,1404
H8 18,394 19,38cdes3 29,183bcder2 27,38bcder2 13,80°d</ 13,81¢de/4 38,6230/ 39,432b</1
H9 18,4740 17,5653 30,37+bed2 28,49bedel2 15,950/ 17,15 35,2251 36,404

Todos os valores sdo apresentados em % nmols das quatro fragdes. Os resultados representam a média das triplicatas. Médias indicadas por
nimeros iguais ndo diferem entre si a 5% de significincia na comparagdo de diferentes fragoes de um mesmo hidrolisado (linha). Médias
indicadas por letras iguais ndo diferem entre si a 5% de significancia na comparag¢do de uma mesma fragao para diferentes hidrolisados (coluna).
AR: antes da remoc¢io; DR: depois da remogéo. F1: maior que 7 residuos de aminodacidos; F2: entre 4 e 7 residuos; F3: di- e tripeptideos e F4:

aminodcidos livres

Entretanto, a escolha do hidrolisado com perfil
peptidico mais favoravel, nutricionalmente, deve ser
complementada, baseando-se em estudos realizados
por outros autores. Assim, segundo Frenhani e Burini*,
durante o metabolismo de proteinas, o primeiro estagio
de hidrdlise leva a formacao de oligopeptideos contendo
de 2 a 6 residuos de aminoacidos e aminoacidos livres.
Estes peptideos sio, entdo, quebrados em di- e tripeptideos
e, finalmente, as proteinas sdo absorvidas na forma de
di- e tripeptideos e de aminoacidos livres. Ainda, de
acordo com estes mesmos autores, os di- e tripeptideos
sdo mais eficientemente absorvidos que os aminoacidos
livres, os quais, por sua vez, sio melhores que os tetra-
ou peptideos superiores. Em quantidades equivalentes
de di- e tripeptideos e misturas de aminoacidos livres,
os di- e tripeptideos apresentam velocidade de absorcao
aproximadamente 10 vezes maior.

Conclui-se que o0 melhor perfil peptidico foi obtido
para o hidrolisado H2, apds ter sido submetido ao processo
de remogao de Phe, apresentando um dos maiores teores
de di- e tripeptideos (23,58%) e de aminoacidos livres
(36%) e o menor de grandes peptideos (12%). Por outro
lado, os perfis peptidicos mais desfavoraveis foram obtidos
para os hidrolisados H6 e H7, antes e apds a remocao de
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Phe, uma vez que estes dois hidrolisados apresentaram
os menores valores para os di- e tripeptideos (14,49%
e 13,7%, em média, respectivamente), e os maiores
conteudos de grandes peptideos (20,5% e 23,1%, em
média, respectivamente).

Efeito da remocio de Phe sobre o perfil peptidico

Pode-se observar na Tabela 2 que o processo
de remocdo de Phe interferiu no perfil peptidico de
4 hidrolisados (H1, H2, H3 e H4), o que representa,
aproximadamente, 44% das amostras estudadas. Por outro
lado, para os hidrolisados H5, H6, H7, H8 e H9, ndo foram
observadas diferencas significativas entre os teores dos
peptideos constituintes das fragdes cromatograficas dos
hidrolisados de farinha de trigo, antes e ap6s a remogéo
de Phe. Ressalta-se que estes hidrolisados foram obtidos
empregando-se as mesmas condigdes hidroliticas,
referentes & ordem de acdo enzimatica (EB + pancreatina),
tempo de hidrélise (90 min+210 min), e pH (7,0).

A remogao de Phe foi favoravel para os hidrolisados
H2, H3 e H4, sendo que, no caso dos hidrolisados H2 e
H4, o efeito benéfico foi observado, essencialmente, no
que diz respeito ao aumento acentuado dos teores de
di- e tripeptideos, que passaram de 16,98% para 23,58% e
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de 15,16% para 22,28%, respectivamente. Este resultado
esta associado a queda nos teores de aminoacidos livres
destes hidrolisados, que, por sua vez, poderia ser explicada
pela maior facilidade de adsor¢do da Phe pelo carvio
ativado quando presente na forma livre. No preparo dos
hidrolisados H2 e H4, apenas a relagao enzima:substrato
(E:S) empregada foi a mesma; as demais condigdes
hidroliticas, tais como ordem de acdo das enzimas,
temperatura e pH foram diferentes.

Quanto ao hidrolisado H3, a melhora do perfil
peptidico pela remogéao de Phe foi menos pronunciada do que
ados 2 hidrolisados citados acima, relacionando-se apenas a
uma pequena reducio nos teores de grandes peptideos (de
22,61% para 19,18%), a qual poderia estar associada a uma
maior presenga de Phe na fragao F1, provavelmente situada
na por¢do —C- ou —N- terminal dos peptideos.

Dentre todos os hidrolisados analisados, apenas
para o H1 a remocgdo de Phe nédo favoreceu a obtengédo
de um perfil peptidico adequado. Além de nido terem
sido observadas diferencas significativas entre os teores
de di- e tripeptideos e aminoacidos livres, o emprego
do CA promoveu uma elevagido no conteudo de grandes
peptideos, passando de 15,42% para 20,47%.

Nao foram encontrados na literatura relatos
comparando o perfil peptidico de hidrolisados proteicos
da farinha de trigo ou de outros cereais, antes e apos a
remocio de fenilalanina.

CONCLUSAO

O processo de remogdo de fenilalanina aqui
empregado interferiu na distribui¢do de peptideos e de
aminoacidos livres dos hidrolisados proteicos, tendo
sido prejudicial apenas, em 1 dos 9 casos estudados. Por
meio deste processo, foi possivel obter um perfil peptidico
adequado, representado, especialmente, por um alto teor
de di- e tripeptideos, em torno de 24%.
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