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Ciéncia e Tecnologia de Alimentos

Efeito de parametros hidroliticos na obtencao de hidrolisados proteicos
de farinha de trigo com baixo teor de fenilalanina

Effect of hydrolytic parameters in obtaining of protein hydrolysates of wheat flour with low phenylalanine content

Raquel Linhares CARREIRA'; Camila Salles RAMOS'; André Belico de VASCONCELOS%
Marcelo Matos SANTORO? Marialice Pinto Coelho SILVESTRE™

Resumo

Tendo como objetivo a obten¢do de hidrolisados proteicos de farinha de trigo com baixo teor de fenilalanina (Phe), foram preparados,
inicialmente, extratos proteicos da farinha de trigo, empregando-se método enzimético pela agao de protease de Bacillus licheniformis.
Em seguida, esses extratos foram hidrolisados sob a agao do extrato enzimatico bruto (EEB), obtido de casca de abacaxi, e de pancreatina
comercial; e alguns parametros hidroliticos foram avaliados, tais como temperatura (30; 35; 40; 50; e 70 °C), tempo (1 hora e 30 minutos;
2 horas e 30 minutos; 3 horas e 30 minutos), e pH de reagdo (6,0; 7,0; 8,0 € 9,0). Para a remogao de Phe, empregou-se o carvao ativado (CA)
e a eficiéncia deste processo foi avaliada determinando-se o teor de Phe por espectrofotometria derivada segunda, na farinha de trigo, assim
como nos hidrolisados apos tratamento com CA. Para os trés parametros estudados, observaram-se efeitos variados sobre a remogao de
Phe, sendo que os melhores resultados foram encontrados ao se empregar a associagao sucessiva de EEB (E:S 10:100, 1 hora e 30 minutos),
com a pancreatina (E:S 4:100, 3 horas e 30 minutos), em pH 7,0 a 50 °C, tendo atingido 66,28% de remogao de Phe, o que corresponde a um
teor final de Phe de 522,44 mg.100 g™' de hidrolisado.

Palavras-chave: farinha de trigo; extragdo proteica; hidrolise; enzimas; fenilalanina.

Abstract

With the aim of obtaining wheat flour hydrolysates with low-phenylalanine (Phe) content, protein extracts were prepared using an enzymatic
method through the action of a protease from Bacillus licheniformis. Next, these protein extracts were hydrolyzed by a crude enzymatic
extract (CEE) obtained from pineapple peel followed by a commercial enzyme (pancreatin). Some parameters, such as temperature (30, 35,
40, 50 and 70 °C), time (1 hour and 30 minutes, 2 hours and 30 minutes, 3 hours and 30 minutes), and pH of the reaction (6.0, 7.0, 8.0 and
9.0) were evaluated. Activated carbon (AC) was used for removing Phe and the efficiency of this process was evaluated by second derivative
spectrophotometry, measuring Phe content in wheat flour as well as in its hydrolysates after AC treatment. Varied effects were observed for
the three parameters studied, and the best results were found using successive association of CEE (E: S 10:100, 1 hour and 30 minutes) with
pancreatin (E:S 4:100, 3 hour and 30 minutes) pH 7.0, at 50°C having reached a final Phe content of 522.44 mg.100 g of hydrolysate.
Keywords: wheat flour; protein extraction; hydrolysis, enzymes; phenylalanine; removal.

1 Introdugéo

ISSN 0101-2061

A fenilcetonuria ou PKU, como é mundialmente conhecida,
é uma doenga genética, causada por mutagdo no gene que
codifica a enzima fenilalanina-hidroxilase, ativa no figado e
responsavel pela transformac¢do do aminoacido fenilalanina
(Phe) em tirosina. A elevagdo de Phe no sangue, acima de
10 mg.dL", permite a passagem em quantidade excessiva para
o Sistema Nervoso Central, e 0 acimulo tem efeito toxico,
causando o retardo mental, que é a mais importante sequela
dessa doenca (MONTEIRO; CANDIDO, 2006).

O tratamento ¢ dietético, consistindo na exclusdo ou
substitui¢do de todos os alimentos fornecedores de fenilalanina.
Com este controle dietético, a deficiéncia mental deixara de
ocorrer, justificando assim a necessidade de se produzir e
disponibilizar alimentos adequados (MONTEIRO; CANDIDO,

2006). No Brasil, sdo utilizadas misturas de aminodacidos livres,
importadas e de elevado custo. Estes fatores, associados a baixa
disponibilidade de alimentos com teores reduzidos de Phe, torna
a dieta de fenilcetonuricos mondtona, pouco atrativa e de dificil
adesdao (MIRA; MARQUEZ, 2000).

Dentre os alimentos de maior consumo no Brasil, encontra-
se a farinha de trigo, com ampla utiliza¢do no preparo de
produtos industriais e caseiros. Entretanto, este alimento
apresenta teor de Phe acima do permitido para fenilcetonuricos
(NUPAD, 2002), restringindo, dessa forma, sua incorporagdo
na dieta desses pacientes. Uma alternativa vidvel a esta restri¢do
dietética seria o desenvolvimento de farinha de trigo com baixo
teor de Phe, a ser empregada na alimenta¢do de criangas e
adultos portadores desta enfermidade.
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A primeira etapa no desenvolvimento desta farinha de trigo
envolve a extracio proteica que pode ser feita enzimaticamente,
como descrito anteriormente pelo grupo do Laboratério de
Bromatologia/Pesquisa da UFMG, onde se realizou o presente
trabalho (CAPOBIANGO et al., 2007). Em seguida, faz-
se a hidrolise proteica, empregando-se diferentes enzimas
proteoliticas e condigdes de reagdo (CAPOBIANGO etal., 2006).
No preparo de hidrolisados proteicos, utilizam-se normalmente
proteases comerciais, que sdo produtos caros e normalmente
importados. Por esta razdo, neste trabalho, testou-se a associagao
de enzima comercial com extrato enzimatico preparado no
citado laboratério, visando a redugido dos custos do processo. A
etapa seguinte compreende a remogdo de Phe empregando-se
alguns métodos tais como filtragao em gel, adsor¢ao por carvao
ativado ou resinas (DE HOLANDA; VASCONCELOS et al.,
1989; LOPES; DELVIVO; SILVESTRE, 2005; DELVIVO et al.,
2006; SOARES et al., 2006; BIZZOTTO et al., 2006a,b)
por um meio adsorvente (LOPEZ-BAJONERO et al., 1991;
OUTINEN et al.,, 1996; SHIMAMURA et al., 1999).

A espectrofotometria derivada segunda (EDS) tem sido
empregada por varios autores para quantificar residuos de
Phe em proteinas, mostrando ser uma técnica rapida, util
e confiavel (BRANDTS; KAPLAN, 1973; O'HAVER, 1979;
MATSUSHIMA; INOUE; SHIBATA, 1975; ICHIKAWA;
TERADA, 1977, 1979, 1981a,b; CAHILL; PADERA, 1980).
No mesmo laboratério do presente trabalho, esta técnica
ja foi utilizada com éxito na determinacdo da taxa de
encapsulamento de hidrolisados proteicos (SILVESTRE;
DAUPHIN; HAMON, 1993; MORAIS et al., 2002) e na
avaliacdo da porcentagem de remocao de Phe, pelo carvao
ativado, de hidrolisados enziméticos de leite em p6 desnatado
(SOARES et al., 2004; LOPES; DELVIVO; SILVESTRE, 2005),
soro de leite (DELVIVO et al., 2006), arroz (BIZZOTTO etal.,
2006a,b), fuba (CAPOBIANGO et al., 2006) e farinha de arroz
(VIEIRA etal., 2008). Neste estudo, esta técnica foi empregada
para se avaliar a eficiéncia da remogao de Phe de hidrolisados
proteicos obtidos a partir da farinha de trigo.

Este trabalho envolveu o estudo do efeito de alguns
parametros empregados na hidrolise das proteinas extraidas
da farinha de trigo, sobre a remogao de Phe, empregando-se o
carvao ativado (CA) como meio adsorvente.

2 Material e métodos

2.1 Material

A farinha de trigo (classificada como farinha especial,
conforme BRASIL, 1996, ou como tipo I segundo BRASIL, 2005)
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 6timo em
9,5, temperatura 6tima de 60 °C e temperatura de inativacdo
acima de 85 °C por 10 minutos) foi adquirida da Prozyn (Sao
Paulo, SP, Brasil). A pancreatina Corolase’ PP (EC 3.4.21.4,
complexo enzimatico obtido do péncreas 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, EUA). O carvio 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 (EEB) da casca
do abacaxi (Anands comosus) variedade Pérola, foi preparado no
laboratdrio. Utilizou-se Liofilizador Freezone (modelo 77500,
Labconco, Kansas City, MI, EUA), compressor (Diapump,
Fanem, mod. 089-A, série BE11778, Sdo Paulo, SP, Brasil), e
cutter (Sire, modelo Super Cutter, Sdo Paulo, SP, Brasil). Os
demais reagentes foram de grau analitico.

2.2 Métodos

Extragdo das proteinas

Empregou-se método de extragdo enzimatica das proteinas
da farinha de trigo, utilizando-se o procedimento descrito
pelo Laboratério de Bromatologia/Pesquisa da Faculdade de
Farmdcia da UFMG (CAPOBIANGO et al., 2007).

O pH de uma suspensiao aquosa da farinha de trigo foi
ajustado para 9,5 e a temperatura, ajustada para 40 °C, a ela
adicionou-se a protease de Bacillus licheniformis (E:S 10:100) e
foi agitada por 2 horas. O extrato proteico da farinha de trigo
(EPFT) foi separado do residuo por centrifugacdo a 25 °C, por
15 minutos, a 1700 x g. O rendimento da extra¢ao proteica
(REP) foi calculado indiretamente (Equagéo 1), determinando-
se o teor de proteinas do residuo pelo Método Kjedahl 2.0.49
(AOAC, 1995) apds sua secagem em estufa com circulagdo de
ara 65 °C.

rep = LAXB)-CxD)] o )
(AxB)

em que, REP = rendimento de extra¢io proteica (%); A = Teor
de proteina na farinha de trigo (g.100 g' ou %); B = Quantidade
de farinha de trigo especial utilizada na extragao (g); C = Peso
de residuo obtido na extra¢io (g); e D = Teor de proteina no
residuo (g.100 g™* ou %).

Preparo e caracterizagio do extrato
enzimdtico bruto da casca de abacaxi

Para o preparo do extrato enzimdatico bruto da casca
de abacaxi (EEB), as amostras foram, inicialmente, lavadas,
descascadas e as porg¢des de casca foram processadas em cutter e
filtradas em gaze. Posteriormente, foram centrifugadasa 6000 x g
por 15 minutos, a 4 °C. Ao sobrenadante foram adicionados
10 mL de uma solugdo contendo EDTA (4,0 x 10~ mol.L™") e
cisteina (10 *mol.L™"), sendo, em seguida, congelado.

A caracterizagao do EEB abrangeu as determinagdes dos
valores 6timos de pH, temperatura e tempo, as quais foram
feitas de acordo com a metodologia descrita por Tremacoldi
e Carmona (2005) com algumas modificagdes relacionadas
ao substrato (uso de hemoglobina ao invés de caseina) e ao
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tampédo empregados (utilizagdo de tampéo fosfato ao invés de
tampdo TRIS).

Preparo dos hidrolisados proteicos

Foram preparados nove hidrolisados enzimaticos,
empregando-se o EEB na relagdo enzima:substrato (E:S) 10:100,
em associagdo sucessiva com a pancreatina (E:S 4:100), tendo
sido variados os seguintes pardmetros: temperatura (35, 40,
50 e 70 °C), tempo de hidrdlise (1 hora e 30 minutos, 2 horas
e 30 minutos e 3 horas e 30 minutos) e pH (6,0; 7,0; 8,0 e 9,0)
(Tabela 1).

Inicialmente, 50 mL do EPFT foram colocados em quatro
erlenmeyers e o pH foi ajustado com solugdo de NaOH a 3 mol.L™!
oude HCI 0,1 mol.L™, para os valores de pH 6,0; 7,0; 8,0 € 9,0. Apds
o ajuste do pH, o EPFT foi levado ao banho de vaselina liquida
sobre agitador magnético, com agitacdo constante, variando-
se os valores de temperatura para 35, 40, 50 e 70 °C. Apods a
estabilizacdo da temperatura, adicionou-se o EEB e, em seguida,
a pancreatina, variando-se o tempo de a¢do destes em 1 hora e
30 minutos/3 horas e 30 minutos; 2 horas e 30 minutos/2 horas
e 30 minutos e 3 horas e 30 minutos/1 hora e 30 minutos,
respectivamente, totalizando 5 horas de reagdo. Finalmente, a
reagao hidrolitica foi interrompida por aquecimento em banho-
mariaa 90 °C, por 20 minutos, e os hidrolisados foram submetidos
ao processo de liofilizagdo, sendo que seus teores de Phe (LOPES;
DELVIVO; SILVESTRE, 2005) e de proteina (AOAC, 1995) foram
determinados por espectrofotometria derivada segunda e micro-
kjeldahl, respectivamente.

Remogdo de fenilalanina dos hidrolisados proteicos

A Phe foi removida dos hidrolisados proteicos de farinha
de trigo pela utilizagao do CA, como meio adsorvente, usando a

Tabela 1. Pardmetros empregados no preparo dos hidrolisados
protéicos da farinha de trigo.

Hidrolisado  Proteases Temperatura Tempo de hidrélise — pH
(°C) EEB/ pancreatina
(horas)

01 EEB + 35 1 hora e 30 minutos/ 7,0
pancreatina 3 horas e 30 minutos

02 EEB + 40 1 hora e 30 minutos/ 7,0
pancreatina 3 horas e 30 minutos

03 EEB + 50 1 hora e 30 minutos/ 7,0
pancreatina 3 horas e 30 minutos

04 EEB + 70 1 hora e 30 minutos/ 7,0
pancreatina 3 horas e 30 minutos

05 EEB + 50 2 hora e 30 minutos/ 7,0
pancreatina 2 horas e 30 minutos

06 EEB + 50 3 horas e 30 minutos/ 7,0
pancreatina 1 hora e 30 minutos

07 EEB + 50 1 hora e 30 minutos/ 6,0
pancreatina 3 horas e 30 minutos

08 EEB + 50 1 hora e 30 minutos/ 8,0
pancreatina 3 horas e 30 minutos

09 EEB + 50 1 hora e 30 minutos/ 9,0
pancreatina 3 horas e 30 minutos

E:S = Relagdo enzima:substrato; EEB: extrato bruto da casca de abacaxi.
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relagdo proteina:carvao ativado de 1:88,5 (CAPOBIANGO etal,,
2006; VIEIRA et al., 2008).

Foi empregado o procedimento de passagem por coluna,
descrito por SOARES et al. (2004). Dois gramas de CA de
granulometrias diferentes (granulado n° 119, 20 x 50 mesh,
12 x 25 mesh, 6 x 12 mesh série Tyler) foram hidratados com
agua destilada por 10 minutos sob agitacdo constante e, em
seguida, colocados em seringa descartavel de 10 mL contendo
filtro de nylon com la de vidro. Em seguida, os hidrolisados
foram passados pela coluna e submetidos a presséo, tendo sido
recolhidos os eluatos.

A avaliagdo da eficiéncia de remog¢ao de Phe pelo CA foi
realizada pela medida do teor de Phe livre, na farinha de trigo e
em seus hidrolisados, ap6s tratamento com CA, empregando-se
a espectrofotometria derivada segunda, como descrita por
Lopes, Delvivo e Silvestre, 2005.

A eficiéncia da remocdo de Phe foi calculada de acordo
com a Equagao 2:

% Remocio de Phe = w x 100 2

em que: A = Teor de Phe na farinha de trigo (mg Phe.100 g);
B = Teor de Phe no hidrolisado proteico, apds tratamento com
CA (mg Phe.100 g™'); C = Teor de proteina na farinha de trigo
(g.100 g ou %); e D = Teor de proteina no hidrolisado proteico
(g.100 g™).

Andlise estatistica

Todos os experimentos foram feitos em trés repeti¢des,
no mesmo dia, e as andlises foram realizadas em triplicata.
Utilizaram-se a Andlise de Varidncia (ANOVA fator Gnico) e
o Teste de Duncan a 5% de probabilidade para comparar entre
si os teores finais de Phe nos hidrolisados ap6s tratamento
com CA. A curva padrio foi obtida por analise de regressio
(PIMENTEL-GOMES, 2000).

3 Resultados e discussao

3.1 Parametros hidroliticos

Os valores 6timos de pH, temperatura e tempo,
correspondentes aos valores maximos de atividade especifica
para o extrato enzimatico bruto da casca de abacaxi foram de
pH =6,0; 70 °C e 1 hora e 30 minutos. Além disso, os valores
mais elevados de atividade especifica foram encontrados na faixa
de pH 5,0 a 7,0. Para a pancreatina comercial, a faixa de maior
atividade especifica foi de pH 7,0 a 9,0 (AB ENZYMES, 2001).

3.2 Eficiéncia da remogdo de fenilalanina

Na Tabela 2 estdo apresentados os resultados obtidos
para a remogdo de Phe dos diferentes hidrolisados proteicos
da farinha de trigo. O teor de Phe na farinha de trigo foi de
354 mg Phe.100 g™ (com 8,57% de proteina).
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Tabela 2. Percentual de remogio e teor final de fenilalanina dos
hidrolisados protéicos de farinha de trigo.

Hidrolisados =~ Remogao de Phe Teor final de Phe
(%) (mg Phe.100 g*' de HPFT)'
1 61,53" 598,21"
2 57,49¢ 661,03¢
3 66,28 522,441
4 56,93¢ 669,74%
5 42,26° 897,934
6 38,7680 952,410
7 39,90"¢ 934,58"¢
8 46,09¢ 838,37¢
9 37,4180 973,410

HPFT = Hidrolisado protéico de farinha de trigo. ' Teor de Phe nos hidrolisados. Os
resultados representam médias das repeticdes. Médias indicadas por letras iguais, na
mesma coluna, nio diferem entre si a 5% de probabilidade pelo teste de Duncan.

Como pode ser observado nesta tabela, obtiveram-se
percentuais de remocio de Phe que variaram de 37,41 a 66,28%,
e o teor final de Phe de 522,44 a 973,41 mg Phe.100 g™ de
hidrolisado.

Embora a taxa de remogdo de Phe dos hidrolisados proteicos
de farinha de trigo ndo tenha sido elevada, deve-se considerar
que novos estudos serdo realizados a partir deste hidrolisado
obtido, adicionando-o ao residuo (amido) que foi separado
no inicio da extragdo proteica, visando ao desenvolvimento
de uma farinha de trigo com baixo teor de Phe. Sendo assim,
embora todos os hidrolisados tenham apresentado elevado teor
final de Phe, este podera ser reduzido, de maneira a ajusta-lo ao
limite permitido pela legislagdo brasileira (BRASIL, 2002) para
produtos para PKU (0,1 g.100 g™').

A dificuldade de se remover Phe da farinha de trigo poderia
estar associada, pelo menos em parte, a complexidade estrutural
das gluteninas, assim como ao tratamento térmico pelo qual
passam estas proteinas durante o processo de remogao (50 °C
por 5 horas). Assim, segundo Macritchie e Lafiandra (1997), a
acao do calor é capaz de transformar subunidades poliméricas
de gluteninas do trigo em grandes polimeros. Nesta forma,
o0 acesso da enzima ficaria prejudicado, o que levaria a uma
menor exposicao ou liberagao de Phe e, consequentemente, a
uma remocio inferior deste aminoacido.

Deve-se ressaltar que a presenca de certa quantidade de
Phe no produto final para fenilcetonuricos é desejavel do ponto
de vista nutricional, uma vez que, por ser um aminodcido
essencial, a Phe é fundamental para o crescimento normal de
criangas. Além disso, as condigdes operacionais necessarias
para atingir cerca de 100% de remocéo de Phe, aumentariam
demasiadamente os custos do processo (SOARES et al., 2006;
LOPES et al., 2007).

Nao foram encontrados na literatura dados sobre a
remogdo de Phe da farinha de trigo. Entretanto, existem estudos
realizados no mesmo laboratério empregando-se outras fontes
proteicas, tais como leite (SOARES et al., 2006; LOPES et al,,
2007), soro de leite (DE MARCO et al., 2005; DELVIVO et al.,
2006; SILVA et al., 2005), arroz em graos (BIZZOTTO et al,

2006a,b), fuba de milho (CAPOBIANGO et al., 2006) e farinha
de arroz (VIEIRA et al., 2008), nos quais foram alcan¢ados
valores de remocao de Phe acima de 90%, superiores aos obtidos
neste trabalho.

Outros autores relataram niveis de remogao de Phe superiores
aos obtidos neste trabalho. Assim, Lopez-Bajonero etal. (1991)
removeram 92% de Phe de hidrolisados proteicos de leite em p6
desnatado e caseinato de sddio obtidos pela acdo de protease do
Aspergillus oryzae (Enzimas y Productos Quimicos S.A.) seguida
da papaina (Hervi S.A.), tratados com CA. Empregando um
sistema de trés enzimas (quimotripsina, carboxipeptidase A e
leucina aminopeptidase, Sigma-Aldrich), Moszczynski e Idziak
(1993) removeram, através do CA, 89,5% de Phe de hidrolisados
de caseina. Por outro lado, Cogan, Moshe e Mokady (1981)
alcancaram remocao de Phe de 36%, em hidrolisados de caseina
preparados pela a¢do da enzima Rhozima 62 (Rhom e Hass),
valor este que esta proximo dos obtidos para algumas amostras
do presente trabalho.

3.3 Efeito de alguns pardametros hidroliticos
sobre a remogdo de fenilalanina

pH

Para se avaliar o efeito do pH, pode-se comparar os
resultados obtidos para os hidrolisados 3 (pH 7,0), 7 (pH 6,0),
8 (pH 8,0) e 9 (pH 9,0). Observa-se na Tabela 2 que o pH
7,0 (combinado com 50 °C e tempo de hidrolise EEB 1 hora
e 30 minutos/pancreatina 3 horas e 30 minutos) foi o mais
favoravel, uma vez que levou & maior remogéo de Phe (66,28%).
Em seguida, veio o pH 8,0 (49,09%), sendo que ndo houve
diferenca significativa entre os resultados obtidos para o pH
6,0 (39,90%) e 9,0 (37,41%). Estando todos estes valores de pH
dentro da faixa de maior atividade especifica destas enzimas
(pH de 6,0 a 9,0 para o EEB e de 7,0 a 9,0 para a pancreatina),
era de se esperar que ndo houvesse diferencga entre os resultados
de remogdo de Phe. Entretanto, o menor valor obtido em pH
6,0 e 9,0 poderia ter ocorrido, provavelmente, pelo fato de que
tanto o EEB quanto a pancreatina sdo constituidos de misturas
de enzimas e outros interferentes da qualidade enzimatica,
minimizando as suas estabilidades nestes dois valores extremos
de pH. No caso do EEB, estes interferentes poderiam incluir
agucares soluveis, corantes, polissacarideos, fibra. Como a
pancreatina ndo consiste, apenas, de uma enzima purificada
e sim de uma mistura de enzimas diversas (amilase, tripsina,
lipase, ribonuclease e protease), a presenca destes constituintes
pode, provavelmente, interferir em sua qualidade enzimatica.

Temperatura

Para avaliar o efeito da temperatura na remog¢ao de Phe,
foram comparados os hidrolisados 1, 2, 3 e 4 (35, 40, 50 e
70 °C, respectivamente). Pode-se observar na Tabela 2 que
a temperatura afetou o percentual de remogio, sendo que o
melhor resultado foi obtido empregando-se a temperatura de
50 °C (66,28% de remogdo), seguido do uso de 35 °C (61,53%
de remogao). Por ultimo, ficaram os hidrolisados preparados as
temperaturas de 40 °C (57,49%) e 70 °C (56,93%), para os quais
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néo houve diferenca significativa. O fato de que a remogéo de
Phe tenha sido maior a 50 °C poderia ser explicado, pelo menos
em parte, por ser esta a temperatura otima da pancreatina.
Por outro lado, 0 mesmo nio ocorreu a 70 °C, apesar de ser
esta a temperatura 6tima para o EEB. Neste caso, o que pode
ter ocorrido é que, embora o emprego de temperaturas mais
elevadas aumente o rendimento das rea¢cdes enzimaticas, pode
também provocar a inativagdo de enzimas, comprometendo o
processo de hidrélise (FENNEMA, 1996).

Lopes et al. (2007), trabalhando com hidrolisados de leite,
obtiveram, tal como no presente trabalho, maior remogao de
Phe (98%) a temperatura de 50 °C. Entretanto, neste estudo este
valor somente foi comparado ao de 25 °C (94%). Este resultado
foi explicado pela maior exposi¢do de Phe promovida por maior
grau de hidroélise a 50 °C.

Da mesma forma, Santos (2005), ao avaliar o efeito da
temperatura na remog¢io de Phe em hidrolisados proteicos
de soro de leite obtidos com uma preparagio proteolitica de
P. candidum (E:S 10:100), relatou a obten¢ao de um menor teor
de Phe ao usar a temperatura de 50 °C (71,2 mg Phe.100 g
de hidrolisado), quando comparado ao obtido a 30 °C
(301,6 mg Phe.100 g* de hidrolisado).

Tempo

O efeito do tempo de agdo das enzimas EEB e pancreatina
sobre o percentual de remo¢éo de Phe pode ser observado na
Tabela 2, ao se comparar os hidrolisados 3, 5 e 6. Nota-se que
os melhores resultados foram obtidos, ao se aumentar o tempo
de a¢do da pancreatina e, consequentemente, reduzir o de EEB,
sendo os valores obtidos de 66,28% (EEB 1 hora e 30 minutos +
pancreatina 3 horas e 30 minutos), 42,26% (EEB 2 horas e
30 minutos + pancreatina 2 horas e 30 minutos) e 38,76% (EEB
3 horas e 30 minutos + pancreatina 1 hora e 30 minutos).

Nio foram encontrados na literatura trabalhos que estudem
o efeito do tempo de agdo enzimdtica sobre a remo¢ao de Phe
de hidrolisados proteicos de farinha de trigo ou de outra fonte
proteica.

4 Conclusoes

A associagdo de duas proteases para a hidrdlise das proteinas
da farinha de trigo e o emprego do CA como meio adsorvente
mostraram-se eficazes na obten¢io de hidrolisados proteicos
de farinha de trigo, com teor reduzido de Phe, tendo atingido
522,44 mg Phe.100 g, 0 que corresponde a 66,28% de remocao.
Os trés parametros estudados afetaram a remogao de Phe, sendo
a melhor combinagdo para a remogdo de Phe a associagio
EEB (E:S 10:100, 1 hora e 30 minutos), com a pancreatina (E:S
4:100, 3 horas e 30 minutos), no pH 7,0 a temperatura de 50 °C.
Embora os conteudos de Phe ainda estejam elevados, estes
podem ser reduzidos até o limite da legislacdo (100 mg.100 g™*)
pela combinac¢do com o residuo (amido) que foi separado no
inicio da extragdo proteica.
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