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RESUMO

O objetivo deste trabalho foi estudar as condi¢cdes de extragédo e hidrdlise protéica, e da
remocéo de fenilalanina (Phe), utilizando-se farinha comercial de arroz como matéria-
prima, buscando fornecer alternativas para o mercado no desenvolvimento de
formulagbes com baixo teor de Phe, para ser utilizada na dieta de fenilcetonuricos.
Inicialmente, foram estudadas diferentes condicbes de extracdo enzimatica das
proteinas da farinha de arroz, com o objetivo de otimizar o rendimento de extragao
protéica (REP). Todos os parametros empregados (tipo de enzima; temperatura; pH;
tratamento fisico da amostra; relacdo enzima:substrato (E:S) e concentracao inicial de
matéria-prima) influenciaram no REP, sendo que o melhor resultado foi obtido quando
se empregou a concentragao inicial de matéria prima a 1:10 (p/v), sem tratamento
fisico, pH 10,5, com uma protease alcalina na relagdo E:S de 10:100, a 50 °C; tendo
atingido um REP de 63,4%. Posteriormente, o extrato protéico obtido, sob estas
condigdes, foi hidrolisado utilizando-se diversas condigbes de hidrélise, e o carvao
ativado (CA) foi empregado como meio adsorvente na remogao de Phe. Foram, entdo,
avaliados o tipo de enzima, relacéo E:S, relagao proteina:CA, tipo e modo de emprego
do CA. Apos passagem dos hidrolisados por coluna de CA, a Phe foi dosada por
espectrofotometria derivada segunda (EDS). O emprego da papaina na relagédo E:S de
4:100 e o uso de trés tipos de CA na relagao proteina:CA de 1:88 mostraram ser
eficientes, obtendo-se hidrolisado com teor final de Phe (82,5 mg/100 g de hidrolisado)
dentro do limite maximo permitido pela legislagao brasileira para produtos destinados a

fenilcetonuricos.

Palavras-chave: Arroz; enzimas; extracao; fenilalanina; hidrolisados; proteinas.
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ABSTRACT

EXTRACTION, HYDROLYSIS AND PHENYLALANINE REMOVAL FROM PROTEINS
OF RICE FLOUR. The aim of this work was to use rice flour in the development of a
new food whit low phenylalanine (Phe), to be used in phenylketonurics’ diet. Initially,
different conditions of enzymatic extraction of proteins were compared, in order to
optimize protein extraction yield (PEY). All the parameters investigated (enzyme type;
temperature; pH; physical treatment of the sample; enzyme:substrate ratio (E:S) and
initial concentration of raw material) affected PEY. The best result (PEY = 63.4%) was
achieved for the initial concentration of raw material of 1:10 (w/v), with no physical
treatment, pH 10.5, using an alkaline protease with E:S of 10:100, at 50 °C. Then, the
protein extract obtained under these conditions was hydrolysed using varying hydrolysis
conditions and activated carbon (AC) as adsorbent for Phe removal. Some parameters
such as enzyme type, E:S ratio, protein:AC ratio, type and mode of using of AC were
evaluated. After passing the hydrolysates through the AC column, Phe was evaluated
by second derivative spectrophotometry (SDS). The use of papain in a E:S of 4:100 and
of the three types of AC in a protein:AC ratio of 1:88 showed to be efficient, and
produced a hydrolysate with final Phe content (82.5 mg/100 g) which is bellow the
maximum limit stated by the Brazilian legislation for products destined to

phenylketonurics.

Key words: Rice; enzymes; extraction; hydrolysates; phenylalanine; protein.
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INTRODUCAO

Este trabalho faz parte da Linha de Pesquisa “Propriedades nutricionais e
funcionais de proteinas alimentares”, criada em 1994 pela coordenadora do presente
estudo, cuja meta final consiste na produgdo de suplementos alimentares e de
alimentos para fins dietéticos especiais, com diversas aplicacbes relevantes para as
areas de nutricdo e saude (alimentacdo de idosos e criangas, prevengédo e/ou
tratamento de doencgas, etc.), bem como, a obtengcdo de ingredientes ou agentes
funcionais (emulsionantes e outros) para alimentos e medicamentos. Evidencia-se,
dessa forma, o seu carater multidisciplinar e a sua importancia para as industrias
alimenticias e farmacéuticas.

Com relagao as propriedades nutricionais das proteinas, varios trabalhos tém
sido desenvolvidos, partindo-se de proteinas de origem animal e vegetal. Assim,
utilizando-se diferentes enzimas e condicdes hidroliticas, foram preparados, no
Laboratério de Bromatologia/Pesquisa da UFMG, diversos hidrolisados protéicos com
elevado valor nutritivo, ricos em di- e tripeptideos (MORATO et al., 2000; CARREIRA et
al., 2001, 2004; BARBOSA et al., 2004; DE MARCO et al., 2005; LOPES et al., 2005a;
MORAIS et al.,, 2002, 2005; SILVA et al.,, 2005b; SOARES et al., 2004b, 2006;
DELVIVO et al., 2006; BIZZOTTO et al., 2006a, b).

Apos ter adquirido o dominio da tecnologia de preparo e analise de hidrolisados
protéicos, tornou-se importante dar sequéncia a esta pesquisa, através do
desenvolvimento de formulagdes que apresentassem finalidade especifica e aplicagcédo
industrial. Neste caso, a escolha voltou-se para a dieta de fenilcetonuricos, dada a
importancia social e econémica deste problema de saude no Brasil.

A fenilcetonuria (PKU) é um dos disturbios metabdlicos congénitos mais comuns,
caracterizando-se pela deficiéncia ou auséncia da enzima fenilalanina hidroxilase
(PAH). Esta enzima é sintetizada no figado e catalisa a conversdo de Phe em tirosina
(Tyr). Os fenilcetonuricos parecem normais ao nascer, mas se nao forem tratados,
desenvolvem grave retardamento mental (MIRA & MARQUEZ, 2000; MALLOY-DINIZ
et al., 2004, HAMMAN et al., 2005; MONTEIRO & CANDIDO, 2006; WASSERSTEIN
et al., 2006).
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A dieta para fenilcetonuricos se baseia no controle da ingestdo de alimentos que
contém Phe, o que implica em uma ingestao de fontes protéicas bastante limitadas
(MIRA & MARQUEZ, 2000). A dieta deve ser complementada por substitutos protéicos,
isentos ou pobres em Phe, e suplementada com Tyr e outros aminoacidos, além de
vitaminas e minerais (STRYER, 1996; KANUFRE et al., 2001).

Inicialmente, pensando em atender as necessidades nutricionais de
fenilcetonuricos durante o primeiro ano de vida, a matéria-prima escolhida foi um
derivado do leite, dada a importancia deste alimento nesta fase do desenvolvimento da
crianga (SOARES et al., 2004a, 2006; DE MARCO et al., 2005; DELVIVO et al., 2005,
2006; LOPES et al., 2005b, 2006, SILVA et al., 20053, b).

Considerando a importancia de prosseguir com o tratamento de fenilcetonuricos
durante toda a vida, como demonstrado na portaria 847/02 (BRASIL, 2002), torna-se
necessaria a pesquisa de outras fontes protéicas para compor formulagbes dietéticas,
visando diversificar a oferta de alimentos deste grupo, até entao, muito restrita.

O arroz é a cultura cereal mais importante em paises em desenvolvimento, e o
alimento base de cerca de 2/3 da populagdo mundial. Apesar do teor de proteina do
arroz ser o menor dentre os cereais (cerca de 7%), o valor nutricional desta proteina é
superior a de outros graos, possuindo melhor digestibilidade e maiores teores de lisina,
aminoacido limitante nos cereais (JULIANO, 1993).

Além disso, levando-se em conta a posicao relevante que ocupa o arroz na dieta
do brasileiro, seria de grande interesse utiliza-lo como matéria-prima para o
desenvolvimento de novos produtos para o tratamento de fenilcetonuricos, atendendo,
assim, a grande demanda que vai desde a infancia até a fase adulta.

Em trabalho anterior, desenvolvido no Laboratério de Bromatologia/Pesquisa,
empregou-se 0 arroz em grao como matéria-prima, extraindo suas proteinas por
processo quimico e removendo a Phe de seu hidrolisado utilizando apenas um tipo de
CA (BIZZOTTO et al., 2006a, b).

Dando continuidade a esse estudo, o presente trabalho teve como objetivos
extrair enzimaticamente as proteinas da farinha comercial de arroz e o preparo de
hidrolisados protéicos com baixo teor de Phe. As principais diferengas entre o atual
estudo e o anterior estdo relacionados ao tipo de matéria-prima e método de extragao
empregados, uma vez que procurou-se um produto comercial de uso industrial e um
método que atingisse as exigéncias do consumidor, hoje muito preocupados com a

seguranga alimentar.
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REVISAO DE LITERATURA

1 ARROZ: ALGUNS DADOS RELEVANTES

1.1 Indicadores s6cio-econdmicos

O arroz é um dos mais importantes cereais na nutricdo humana, consumido por
2/3 da populagdo mundial (STORCK et al.,, 2005). Sdo conhecidas cerca de 20
espécies do género Oryza, mas quase todo o arroz cultivado no mundo € da espécie
Oryza sativa L. Devido ao seu longo historico de cultivo e selecdo em diversos
ambientes, O. sativa adquiriu uma ampla faixa de adaptabilidade e tolerancia, podendo
ser cultivado em varios regimes de agua/solo, que variam de terras profundamente
inundadas a rampas montanhosas secas (JULIANO, 1993).

Na producdo mundial de arroz, o Brasil se destaca como o principal produtor
entre os paises ocidentais, com 11,5 milhdes de toneladas na safra 2006/2007 (IBGE,
2006). Apesar das redugdes de produgcao em algumas safras nos ultimos anos, devido
a adversidades climaticas, a producao brasileira de arroz vem apresentando uma
tendéncia de crescimento, em funcdo, principalmente, do constante incremento de
produtividade (BARATA, 2005).

O arroz é considerado pela FAO (Food and Agriculture Organization) como o
alimento mais importante para a seguranca alimentar do mundo. Além de fornecer um
excelente balanceamento nutricional, € uma cultura extremamente rustica, podendo ser
considerada a espécie de maior potencial de aumento de producéo para o combate da
fome no mundo.

Segundo dados da FAO, o consumo brasileiro de arroz € de aproximadamente
52,5 quilogramas por habitante por ano (kg/hab/ano). Apesar de ser inferior ao
consumo mundial médio por habitante (84,8 kg/hab/ano), este valor é considerado alto
se comparado com 0 consumo per capita dos paises desenvolvidos (16,7 kg/hab/ano)
(FAO, 2004).

O consumo alimentar do arroz ocorre basicamente na forma de graos inteiros,
sofrendo pequena transformag&o na agroindustria. No Brasil, este cereal é consumido
principalmente na forma de arroz polido, parboilizado e integral, porém existe uma

variacdo maior de formas em que o arroz também é consumido no Brasil e no mundo.



18

Esta diversidade de formas decorre principalmente em fung¢ao da cultivar produzida ou
do processo de beneficiamento (BARATA, 2005).

1.2 Importancia nutricional

Apesar de ser considerado um alimento importante na alimentacdo humana, o
arroz ainda € pouco reconhecido pelas suas caracteristicas funcionais. Rico em
carboidratos, este cereal, na sua forma natural, € um alimento essencialmente
energético, mas pode ser também uma importante fonte de proteinas, sais minerais
(principalmente fésforo, ferro e calcio) e vitaminas do complexo B, como a B1 — tiamina,
B2 - riboflavina e B3 — niacina (BARATA, 2005). Segundo a FAO (2004), o arroz
fornece 20% da energia e 15% das proteinas necessarias ao homem e se destaca pela
sua facil digestao.

Alguns estudos mostraram a existéncia de fatores que podem afetar a
composi¢cdo e valor nutricional deste grdao, como variagdo de fendtipo, condigdes
edafoclimaticas, processamento e armazenamento (SUJATHA et al., 2004). STORCK
et al. (2005) avaliaram a composicao quimica de cultivares de arroz Oryza sativa L.
plantados no Brasil em duas safras diferentes, 2001/2002 e 2002/2003, obtendo os

resultados apresentados na Tabela 1.

Tabela 1 — Composicao quimica de arroz Oryza sativa L de diferentes safras.

Safra 2001/2002 Safra 2002/2003
(g/100 g) (g/100 g)
Amilose 24,60%+3,70 22,70%+2,91
Cinzas 0,467+0,09 0,30°+0,03
Lipidios 0,34°+0,12 0,36°+0,10
Fibra Total 2,50+0,28 2,879+0,53
Proteina Bruta 8,37+0,85 8,94%+1,55
Amido Digestivel 85,10%+0,96 84,50%+1,83
Fibra Insoltvel 1,07+0,29 1,05%+0,36
Fibra Soluvel 1,44°+0,26 1,82°+0,53

Os resultados estdo expressos em matéria seca. Diferentes letras entre as médias das safras mostram diferenga significativa
(p<0,05) pelo método de Tukey (n=9); Fonte: STORCK et al. (2005).
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Pode-se observar que houve diferenga significativa nos teores de cinzas de uma
safra para outra, enquanto que para os outros componentes, os valores foram
estatisticamente semelhantes. Segundo os autores, a diminuigdo no teor de cinzas da
safra 2001/2002 para o de 2002/2003 poderia ser atribuida a outros fatores como tipo
de terra, comportamento de plantio e qualidade de agua que nao eram controlados
durante o periodo, uma vez que as condi¢cdes climaticas eram semelhantes entre os
anos.

Outro fator que pode modificar a composi¢cao nutricional do arroz esta
relacionado as diferentes formas de processamento que o grdo passa, antes de ser
oferecido ao consumidor. As vitaminas e sais minerais deste cereal estdo concentrados
na sua pelicula e germe, e a remogdo dessas camadas durante o processo de
beneficiamento causa uma redugao acentuada de gordura, minerais e fibras (Tabelas 2
e 3) (JULIANO, 1993).

Tabela 2 — Conteudo de vitaminas e minerais do arroz e seus subprodutos a 14%
de umidade

Arroz Tiamina Riboflavina Niacina Calcio Fésforo
(mg) (mg) (mg) (mg) (9)
Integral1 0,26 0,09 418 8,0 0,25
Polido’ 0,16 0,04 1,12 4,0 0,11
Farelo® 1,80 0,30 38,30 85,0 1,80
Casca’ 0,15 0,06 2,90 95,0 0,05
Farinha? 0,07 0,04 1,85 20,0 0,12

Fonte: ' TACO, 2006; * JULIANO, 1993

Tabela 3 — Composicao centesimal aproximada do arroz e seus subprodutos

Integral’ Polido’ Farelo? Casca’ Farinha®

(g/100 g) (g/100g) (g/100g) (g/100 g) (g/100 g)
Umidade 12,2 13,2 14,0 14,0 11,6
Proteinas 7,3 7,2 13,1 2,4 6,9
Lipidios 1,9 0,3 17,4 0,6 1,1
Cinzas 1,2 0,5 8,2 17,5 0,7
Fibra Alimentar 4,8 1,6 26,5 28,0 0,5
Carboidratos 77,4 78,8 47,3 65,5 79,7
Energia (Kcal) 360 358 437 298 354

Fonte: ' TACO, 2006; ° JULIANO, 1993; ° USP, 2005.
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1.3 Proteinas do arroz

As proteinas dos cereais podem ser classificadas, de acordo com a solubilidade
(extratibilidade) em: albuminas, soluveis em agua deionizada; globulinas, soluveis em
solugbes salinas diluidas; prolaminas, soluveis em solugdo alcodlicas a 70-80%;
glutelinas, soluveis em solugdes acidas ou alcalinas diluidas (SGARBIERI, 1996).

O grao de arroz é composto de pericarpo, camadas de aleurona, endosperma e
embrido. Pericarpo, camadas de aleurona e embrido contém maior propor¢cao de
albumina e globulina que o endosperma. A proteina do endosperma consiste de 5% de
albuminas, 10% de globulinas, de 5 a 8% de prolaminas e de 77 a 80% de glutelinas
(JULIANO, 1993).

A glutelina do arroz consiste em trés subunidades acidas (ou a-subunidades) de
30 a 39 KDa e duas subunidades basicas (ou B-subunidades) de 19 a 25 KDa
(JULIANO, 1993). Os dois tipos de subunidades sdo formados pela clivagem de um
polipeptideo percursor de 57 KDa (SUGIMOTO et al., 1986). A prolamina é formada,
principalmente, por subunidades de 13 KDa, somadas a uma menor quantidade de
subunidades de 10 e 16 KDa (HIBINO et al., 1989).

O teor de proteina no arroz € um dos menores, quando comparado a de outros
cereais. Entretanto, a composicdo de aminoacidos das proteinas do arroz é
significativamente mais balanceada e o conteudo de lisina é relativamente mais
elevado (WRIGLEY & BEKES, 2001) como pode ser observado na Tabela 4.

Tabela 4 — Conteudo de proteina e de aminoacidos essenciais em alguns cereais

Cereal Proteina Aminoacidos Essenciais (mg/100 g)’

(9/100g) Lys lle Leu Met Phe Thr Trp Val His
Arroz Polido® 7,2 258 308 589 168 381 255 83 435 168
Trigo® 12,2 179 204 417 94 435 183 68 276 143
Milho® 9,5 167 230 783 120 305 225 44 303 170
Sorgo® 10,1 126 245 832 87 306 189 87 313 134
Centeio® 11,0 212 219 385 91 276 209 46 297 138
Aveia® 13,0 232 236 454 105 313 207 79 319 131

T Lys: Lisina; lle: lIsolceucina; Leu: Leucina; Met: Metionina; Phe: Fenilalanina; Thr: Treonina;

Trp: Triptofano; Val: Valina; His: Histidina; 2USDA (2006); *FAO (1981).
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As proteinas do arroz tém a maior digestibilidade entre os cereais
(Tabela 5), provavelmente devido, em parte, ao menor conteudo de fibras e taninos
deste gréo. Desta forma, a Utilizacdo Protéica Liquida (NPU) da proteina do arroz é
maior que a dos demais cereais, mesmo as proteinas do centeio possuirem maior valor
biolégico (JULIANO, 1993).

Tabela 5 - Valor nutricional de proteinas de cereais

Alimento Digestibilidade bi;/lf,)'(;’irco NPU mnergia digerivel
de N (%) (%) (%) (kcal/g) (% do total)

Arroz integral 99,7 74,0 73,8 3,70 96,3
Trigo 96,0 55,0 53,0 3,24 86,4
Milho 95,0 61,0 58,0 3,21 81,0
Sorgo 84,8 59,2 50,0 3,07 79,9
Centeio 77,0 77,7 59,0 3,18 85,0
Aveia 84,1 70,4 59,1 2,77 70,6

Fonte: JULIANO (1993).

2 ENZIMAS PROTEOLITICAS: ALGUMAS CARACTERISTICAS

De acordo com o sistema de nomenclatura e classificacdo de enzimas, adotado
por acordo internacional (Enzyme Commission, EC), cada enzima recebe um numero
classificatério (numero EC) composto por quatro digitos separados por pontos (IUBMB,
1992).

O primeiro digito indica uma das seis classes em que sdo divididas as enzimas,
de acordo com as reagbes que catalisam: 1. Oxirredutases (reagdes de oxido-reducgéo),
2. Transferases (reagdes de transferéncia de grupamentos funcionais como grupos
amina, fosfato, acil, carboxil, etc.), 3. Hidrolases (rea¢des de hidrélise de ligacéo
covalente), 4. Liases (reagbes de eliminagdo e adigcdo de grupos, formando ou
desfazendo ligagdes duplas), 5. Isomerases (reagdes de isomerizagdo), 6. Ligases
(catalise da ligacdo de duas moléculas com hidrélise simultanea de ATP). O segundo e
terceiro digitos (subclasse e sub-subclasse, respectivamente) indicam diferentes
situagbes, dependendo da classe em que se encontram. O quarto digito € o numero de

série da enzima em sua sub-subclasse (REED, 1975).
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Segundo o sistema internacional de nomenclatura, as enzimas proteoliticas
pertencem a subclasse 4 da classe 3 (EC 3.4 Peptideo hidrolase), conforme Figura 1.
As proteases sao subdivididas em sub-subclasses com base nos seus mecanismos
cataliticos; as enzimas, em cada sub-subclasse, sdo distinguidas com base em sua
especificidade pelo substrato (ANTONOV, 1993; BEYNON & BOND, 2001).

Peptideo hidrolase

EC 34
[
I |
Exopeptidases Endopeptidases
EC3.411a34.19 3.421a34.24
Aminopeptidaes Dipeptidases Serina peptidase Cisteina-pepetidase
EC 3.4.11 EC 3.4.13 EC 3.4.21 EC 3.4.22
Dipeptidil-peptidases Peptidil-dipeptidases Carboxil-peptidase Metalo-proteases
EC3.4.14 EC 3.4.15 EC 3.4.23 EC 3.4.24
Serina Metalo Endopeptidase de
Carboxipeptidases Carboxipeptidases tipo desconhecido |-
EC 3.4.16 EC 3.4.17 EC 3.4.99
Cisteina Omega peptidase
Carboxipeptidases EC 3.4.19
EC 3.4.18

Figura 1 — Classificacdo das peptideo hidrolases de acordo com o0 seu

mecanismo catalitico. Cada enzima, dentro de um sub-subgrupo, é diferenciada com base em
sua especificidade pelo substrato (BEYNON & BOND, 2001).

As enzimas proteoliticas constituem um grupo grande e complexo de enzimas,
as quais diferem entre si por suas especificidades pelo substrato, sitio ativo e
mecanismo catalitico, perfis de estabilidade e atividade quanto a temperatura e ao pH
(BEYNON & BOND, 2001).

As proteases podem ser produzidas a partir de plantas, animais ou
microorganismos. Os microorganismos proteoliticos parecem ser as mais promissoras
fontes de proteases, por produzirem uma maior variedade de enzimas especificas, em

comparacgao as plantas ou aos animais (DINIZ & MARTIN, 1999).
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A reagcdo comumente catalisada por esse grupo de enzimas € a hidrdlise de

ligacbes peptidicas de uma proteina (Figura 2), mas também hidrolisam ligacdes

esteres (-COOR), tiol-ésteres (-COSR) e amidas (-CONH,) (REED, 1975; ANTONOV,
1993).

Ligagao peptidica

M’) e A Nl
X—l}l—(lj—C—l?l—CIJ—C—Y + H,O0O =——— X_'TI_CI;_C\ + +H3N—C|:—C—Y
H H H H H H O H
. Componente Componente
Peptideo carboxilico aminico

Figura 2 — Representacdo esquematica da hidrolise de uma ligacdo peptidica,
catalisada por uma enzima proteolitica.

A natureza do grupo R; ou Ry (Figura 2) é o maior fator diferenciador das
enzimas proteoliticas. Por exemplo, quimotripsina hidrolisa rapidamente ligacdes
peptidicas quando o grupo R4 for um residuo de Tyr, Phe ou Trp. A natureza dos
constituintes X e Y permite separar as enzimas proteoliticas em endopepetidases e
exopeptidases. As endopeptidases hidrolisam aleatoriamente as ligagdes peptidicas no
interior da cadeia polipeptidica com maxima atividade quando X e Y sdo derivados (por
exemplo, residuos de aminoacidos). As exopeptidases hidrolisam ligagbes peptidicas
amino- ou carboxi-terminais. As aminopeptidases requerem que X seja um grupo H e
preferencialmente que Y n&o seja um grupo OH. As carboxipeptidases requerem que Y
seja um grupo OH e preferencialmente que X nao seja um grupo H. As dipeptidases e
tripeptidases requerem que X e Y sejam grupos H e OH, respectivamente (WHITAKER,
1994).

Aproximadamente 60% do total das enzimas industriais s&o proteases,
amplamente empregadas na producdo de couro e na industria de alimentos. Nesta
ultima, as proteases sao utilizadas como auxiliares no processamento de cerveja,
vinho, cereais, leite, laticinios, chocolate, ovos, produtos a base de ovos, produtos a
base de carne e de peixe, legumes e na producdo de proteina hidrolisada e
flavorizantes (FURLAN & OETTERER , 2002).
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As proteases podem ser usadas para preparar peptideos com caracteristicas
que dependem do tipo de proteina hidrolisada, enzima utilizada e condi¢gdes de
hidrolise. Os produtos sao distinguidos da proteina original principalmente pelo
pequeno tamanho de suas moléculas. Peptideos podem ser, portanto, muito diferentes
das proteinas e podem possuir novas propriedades nutricionais, funcionais ou
bioldgicas (KONG et al., 2007).

As primeiras enzimas proteoliticas utilizadas na industria alimenticia foram as
proteases pancreaticas de origem animal, no entanto, as de origem bacteriana ou
fungica tem adquirido maior importancia. Ultimamente, enzimas proteoliticas de
organismos marinhos tém sido utilizadas como auxiliares no processamento. Outros
possiveis usos para essas enzimas na industria de alimentos sdo baseadas em suas
propriedades inerentes, como a elevada atividade molecular em baixas temperaturas, a
habilidade para catalisar hidrélises de proteinas nativas e a atenuagao da desnaturagao
pelo calor, além das enzimas proteoliticas de animais marinhos serem preferidas para
aplicagdes especificas, em relagdo as fontes convencionais microbiana, vegetal e
animal (FURLAN & OETTERER , 2002).

De acordo com WHITAKER (1994), é conveniente dividir as enzimas
proteoliticas em quatro grupos, com base no seu mecanismo catalitico de ag¢do. Os
nomes dos grupos servem para indicar um dos importantes grupos cataliticos do sitio
ativo. Os quatro grupos sdo: serino-proteases, cisteino-proteases, metalo-proteases e

carboxil-proteases.

2.1 Serino-proteases

Estao incluidas neste grupo a quimotripsina (EC 3.4.21.1 e 3.4.21.2), a tripsina
(EC 3.4.21.4), a subtilisina (EC 4.4.21.14) dentre outras, sendo todas endopeptidases,
exibindo atividade catalitica na faixa de pH de 7 a 10. Elas diferenciam entre si na
sequéncia de aminoacidos e em suas estruturas tridimensionais, porém apresentam
em comum geometria do sitio ativo e mecanismo catalitico. Todas possuem acido
aspartico, histidina e serina no sitio ativo (WHITAKER, 1994; BEYNON & BOND, 2001).

As serino-proteases podem ser obtidas a partir do pancreas de animais, como
por exemplo, a tripsina e quimotripsina, ou a partir de bactérias do género Bacillus
(amyloliquefaciens, licheniformis, subtilis, dentre outros), como por exemplo, a
subtilisina (BOYER, 1971; BEYNON & BOND, 2001).
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2.2 Metalo-proteases

Neste grupo estdo as exopeptidases, encontradas nos tecidos de animais
superiores e sendo todas inibidas por agentes quelantes, por conterem um ion
metalico, no sitio ativo, participante do mecanismo catalitico. Sdo0 também encontradas
em bactérias e bolores e sao mais ativas em pH neutro. Como exopeptidases que
necessitam de Zn** tem-se a carboxipeptidase A (EC 3.4.17.1), a carboxipeptidase B
(EC 3.4.17.2), a glicil-glicina dipeptidase (EC 3.4.13.11), a amino-acil-histidina hidrolase
(EC 3.4.13.3) e a citosol aminopeptidase (EC 3.4.11.1). Como aquelas que necessitam
de Mn?* tem-se a polidase (EC 3.4.13.9) e a iminopeptidase (EC 3.4.13.8-9), com
especificidade para residuos de prolina carboxi- e amino-terminal, respectivamente
(BOYER, 1971; WHITAKER, 1994). A termolisina (EC 3.4.24.4) é uma metalo-
endopeptidase com sitio ativo, especificidade e mecanismo catalitico muito similar aos

da carboxipeptidase A.

2.3 Cisteino-proteases

Inclui-se neste grupo a papaina, a ficina, a bromelina e a enzima microbiana
Streptococcus protease. A similaridade destas enzimas deve-se ao fato de todas serem
inibidas por reagentes sulfidrilicos e terem a mesma sequéncia de aminoacidos ao
redor dos residuos de cistina e histidina do sitio ativo.

A papaina (obtida do mamé&o), a ficina (do figo) e a bromelina (do abacaxi) tém
em comum o fato de serem muito estaveis a temperaturas de 60 a 80 °C em pH neutro.
A papaina e a ficina hidrolisam com igual eficiéncia substratos contendo residuos de
lisina, arginina e glicina (WHITAKER, 1994).

2.4 Carboxil-proteases

As carboxil-proteases sao representadas pelas enzimas do estbmago de animais
superiores, como por exemplo, a pepsina e a renina, mas também podem ser
encontradas em fungos, tais como Endothia parasitica, Mucor pusillus e M. miehei,

sendo boas substitutas da renina.
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As enzimas deste grupo possuem atividade 6tima em pH acido (entre 2 e 4),
utilizam o grupo carboxilico de dois residuos de acido aspartico do sitio ativo no
mecanismo catalitico e sdo todas inibidas por pepstatina (BOYER, 1971; WHITAKER,
1994). A enzima mais estuda deste grupo € a pepsina e a mais importante

comercialmente € a renina, pois € utilizada na produgao de queijo (WHITAKER, 1994).

2.5 Algumas proteases comerciais
Na Tabela 6 sao apresentadas algumas proteases comerciais de grau

alimenticio disponiveis no mercado. Esses preparados, geralmente, sdo misturas de

algumas enzimas e normalmente s&o vendidas no estado liquido ou em po'.

Tabela 6 — Caracteristicas de algumas proteases comerciais

Atividade Estabilidade
Grupo Nome comercial Origem .
enziméatica pH T (°C)
] ® Bacillus
Serino Protease Protemax 580L ) ] 580 KDU/g 7<pH<10 25<T<75
licheniformis
Serino Protease Protemax® N200  Bacillus subtilis 200 NU/g 4,5<pH<7,5 50<T<55
Tripsina
Serino e ® Quimotripsina
Corolase™ PP ] . 200.000 LVE/g 7<pH<9 45<T<55
Metalo protease Carboxipeptidase A
Carboxipeptidase B
® Bacillus
Metalo protease Corolase™ TS ) 220 UHB/g 7<pH<8 60<T<80
stearothermophilus
Metalo protease Corolase® N Bacillus subtilis 600 UHB/g 6,5<pH<7,5 45<T<55
Metalo protease Corolase® 7089 Bacillus subtilis 840 UHB/g 6,5<pH<7,5 45<T<55
Metalo protease Corolase® LAP Aspergillus sojae 350 LAP/g 6<pH<9 55<T<70
Cisteino protease Corolase® L10 Carica papaya 850 UHB/g 3<pH<9 50<T<70

Fontes: PROZYN (2005); AB ENZYMES (2001, 2002, 2003).

' PROZYN. Especificagbes técnicas de enzimas. s.n., 2005. 2p; AB ENZYMES. Corolase® PP,
Corolase® 7089, Corolase® LAP, Corolase® N: Description and Specification. Rev. Nr. 02. 2001, 8p;
AB ENZYMES. Corolase® TS: Description and Specification. Rev. Nr. 00. 2002, 2p; AB ENZYMES.
Corolase® L 10: Description and Specification. Rev. Nr. 03. 2003, 2p.
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2.5.1 Protemax® 580 L

Protemax® 580L é uma preparagdo enzimatica comercial, produzida pela Prozyn
(Sao Paulo, SP, Brasil) e tem sido largamente utilizada na industria de gelatinas, em
processos de hidrolise e extragdo, na remogao de colageno e no processamento de pet
food. A Protemax® 580L é eficiente na hidrdlise de diferentes tipos de proteinas
(gelatina, caseina, hemoglobina, de peixes, etc.) e sua eficiéncia € maior em substratos
protéicos previamente desnaturados.

Segundo a Prozyn, a Protemax® 580L, classificada como uma subtilisina
(EC 3.4.21.14), é uma serino-protease, caracterizada pelo seu desempenho a altas
temperaturas e moderada alcalinidade (Tabela 6), e é produzida por fermentag&o
submersa de um microorganismo nao patogénico, o Bacillus licheniformis, com
especificagdes de pureza recomendadas para as enzimas de grau alimenticio definidas
pela FAO e pela Food Chemical Codex (FCC). A preparagao enzimatica comercial esta
disponivel na forma liquida e apresenta coloragdo marrom, com densidade igual a
1,1 g/mL (PROZYN, 2005).

2.5.2 Protemax® N200

Protemax® N200 é um produto constituido & base de proteases neutras
derivadas de uma cepa selecionada do Bacillus subtilis produzido pela Prozyn (Sao
Paulo, SP, Brasil). A Protemax® N200 é capaz de hidrolisar diferentes fontes protéicas
em peptideos de baixo peso molecular e aminoacidos.

Segundo a Prozyn, a Protemax® N200 ¢ classificada como uma subtilisina
(EC 3.4.21.62), sendo uma serino-protease. Apresenta beneficios tais como, alta
velocidade e especificidade para degradar proteinas, além de possuire alta
solubilidade. O produto € comercializado sob a forma de um po fino, de cor branca e
totalmente soluvel em agua (PROZYN, 2005).

2.5.3 Corolase® PP

Corolase® PP é um preparado enzimatico proteolitico, obtido de pancreas suino

composto por varias enzimas proteoliticas (tripsina, quimotripsina, amino e
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carboxipeptidase) e produzido pela AB ENZYMES (Barueri, SP, Brasil). O produto é

comercializado sob a forma sélida, apresenta coloragdo bege e cheiro caracteristico
(AB ENZYMES, 2001) As proteases pancreaticas s&o divididas em serino-proteases
(tripsina e quimotripsina) e metalo-proteases (carboxipeptidases A e B) (HINSBERGER
& SANDHU, 2004).

A tripsina catalisa apenas a hidrélise das ligagdes peptidicas em que o grupo
carbonila (-CO) é fornecido pela arginina ou lisina. A quimotripsina hidrolisa ligagdes
peptidicas em que o referido grupo € fornecido pela Phe, Tyr e Trp (SGARBIERI, 1996;
HINSBERGER & SANDHU, 2004).

A carboxipeptidase A (EC 3.4.17.1) € uma exopeptidase produzida no pancreas
de animais superiores como um composto de trés cadeias polipeptidicas, que, por
ativagdo com tripsina, produz a enzima com uma unica cadeia polipeptidica, contendo
307 residuos de aminoacidos. O pancreas produz também outro zimogénio, que por
ativacdo produz carboxipeptidase B. As duas enzimas s&do similares nos detalhes
gerais do mecanismo catalitico: ambas requerem que o grupo carboxilico do residuo
carboxi-terminal esteja livre e ambas possuam Zn*" no sitio ativo, essencial para a
atividade catalitica. Entretanto, possuem especificidades bem diferentes:
carboxipeptidase B hidrolisa ligacbes peptidicas contendo arginina e lisina carboxi-
terminais, enquanto que a carboxipeptidase A requer que os residuos carboxi-terminais

ndo sejam arginina, lisina ou prolina (WHITAKER, 1994).

2.5.4 Corolase® TS

Corolase® TS é um preparado enzimatico proteolitico, contendo exclusivamente
atividade de endopeptidase, produzido pela AB ENZYMES (Barueri, SP, Brasil).
Segundo dados do fabricante, a Corolase® TS é um produto derivado do Bacillus
stearothermophilus (EC 3.4.24.28) sendo uma metalo-protease.

Apresenta 6timo desempenho catalitico em pH de neutro a ligeiramente alcalino
(Tabela 6). Tem como vantagem ser resistente a altas temperaturas, apresentando
temperatura 6tima de 80 °C. A Corolase® TS é comercializada sob a forma liquida,
apresentando coloragdo marrom clara e cheiro caracteristico, com densidade igual a
1,15 g/mL (AB ENZYMES, 2002).
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2.5.5 Corolase® N e Corolase® 7089

Corolase® N e Corolase® 7089 sdo preparacdes enzimaticas comerciais,
produzidas pela AB ENZYMES (Barueri, SP, Brasil) e sdo usadas na hidrélise de
proteinas de diferentes fontes. Segundo dados do fabricante, alguns exemplos de
aplicagdo sao a hidrélise das proteinas de gluten de trigo, gelatina, peixe e leite
(AB ENZYMES, 2001).

Trata-se de metalo-proteases, contendo exclusivamente acdo de endopeptidase.
A Corolase® N e Corolase® 7089 sio produzidas a partir do Bacillus subtilis
(EC 3.4.24.28), apresentam atividade de atuagao 6tima em pH neutro com temperatura
em 55 °C (Tabela 6).

As duas enzimas diferenciam-se entre si pela atividade enzimatica e pela forma
de comercializagdo. A Corolase® N tem atividade catalitica igual a 600 UHB/g e é
comercializada na forma de um po de coloragdo bege com cheiro caracteristico. A
Corolase® 7089, por sua vez, tem atividade mais elevada, igual a 840 UHB/g e é
comercializada na forma de um liquido marrom claro com cheiro caracteristico, com
densidade igual a 1,15 g/mL (AB ENZYMES, 2001).

2.5.6 Corolase® LAP

Corolase® LAP ¢é um preparado enzimatico proteolitico, contendo
exclusivamente atividade de exopeptidase, produzido pela AB ENZYMES (Barueri, SP,
Brasil). Segundo dados do fabricante, a Corolase® LAP & um produto derivado do
Aspergillus sojae (EC 3.4.11.1) sendo, portanto, uma metalo-protease.

Segundo a AB ENZYMES (2001), a Corolase® LAP ¢é preferencialmente utilizada
em conjunto com outras proteases para hidrdlise de proteinas de origem animal e
vegetal, como por exemplo caseina, proteina de soro de leite, soja, etc. Apresenta
atividade de atuacdo 6tima na faixa de pH entre 6 e 9 e temperatura de 50 a 70 °C
(Tabela 6) . O produto é comercializado na forma de um liquido marrom claro com

cheiro caracteristico, com densidade igual a 1,2 g/mL.
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2.5.7 Corolase® L10

Corolase® L10 é um preparado enzimatico obtido a partir da Papaya carica,
produzido pela AB ENZYMES, sendo, portanto, uma papaina. Possibilita uma hidrdlise
protéica de alta eficiéncia e baixo custo. Possui a vantagem de ter uma ampla faixa de
pH de atuacao (Tabela 6), adaptando-se aos mais diversos processos.

Segundo a AB ENZYMES (2003), a Corolase® L10 é uma cisteino-protease
(EC 3.4.22.2) e apresenta beneficios, tais como alta velocidade e especificidade para
degradar proteinas e elevada solubilidade. O produto € comercializado sob a forma de

um liquido amarelo claro com cheiro caracteristico, com densidade igual a 1,2 g/mL.

3 METODOS DE EXTRACAO DE PROTEINAS

Segundo JULIANO (1993), 77 a 80% das proteinas do arroz compdem a fragao
glutelina, solivel em alcali, mas insoluvel em agua. Desta forma, em alguns dos
trabalhos encontrados na literatura utilizou-se a extragdo alcalina na obtencédo de
concentrados protéicos a partir de arroz ou de seus subprodutos (SAUNDERS et al.,
1975; CONNOR et al.,, 1976; LINDSAY et al.,, 1977). Este tipo de procedimento foi
igualmente desenvolvido no Laboratério de Bromatologia/Pesquisa, para extrair as
proteinas do arroz em graos (BIZZOTTO et al., 2006a, b). Entretanto, os métodos de
extracdo quimica utilizam condi¢dbes muito alcalinas, que podem causar reacdes
secundarias indesejaveis e potencial toxicidade, tal como a formacgao de lisinoalanina,
acarretando perda do valor nutritivo das proteinas (WANG et al., 1999).

Geralmente, concentrados protéicos sdo obtidos a partir de cereais por
processamento umido (SAUNDERS et al.,, 1975; CONNOR et al.,, 1976; LINDSAY
et al., 1977; EUBER et al., 1991). Tendo em vista a crescente preocupacédo do
consumidor com a seguranga alimentar, em varios estudos, tém-se procurado extrair
ou isolar as proteinas de diferentes cereais pela agao de diversos tipos de enzimas
(EUBER et al., 1991; ANSHARULLAH & CHESTERMAN, 1997; SHIH & DAIGLE, 1997;
FREITAS et al., 1998; LUMDUBWONG & SEIB, 2000; FISCHER et al., 2001; WANG &
WANG, 2001; TANG et al., 2002; AGBOOLA et al., 2005; CAPOGIANGO et al., 2006a).

Um método desenvolvido e patenteado por EUBER et al. (1991) consiste na
hidrolise enzimatica do amido por meio de uma a-amilase (Termamyl, Novo

Laboratories ou Takalite, Miles), seguido por aquecimento a 105-130 °C por 30 a 60 s.
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A fragao protéica insoluvel foi separada da fracido liquida rica em carboidrato por um
método fisico como centrifugacao, filtracdo ou decantagao. A fim de solubilizar a fragao
protéica foi, entdo, adicionada uma enzima proteolitica. Os autores conseguiram um
teor de proteina de 16 a 90% nos concentrados obtidos nesse método, dependendo
dos parametros empregados.

ANSHARULLAH & CHESTERMAN (1997) utilizaram carboidrases comerciais
isoladas ou em associagao para extrair as proteinas do farelo de arroz. A amostra foi,
inicialmente, moida até atingir uma granulometria de 40 mesh e foi, entdo, preparada
uma suspensao com tampéao acetato (pH 3,8 — 5,4) contendo uma ou as duas enzimas
utilizadas (Viscozyme L e Celluclast 1.5L, Novo-Nordisk A/S). A mistura foi, entao,
incubada em um banho-maria com agitagdo por um tempo que variou entre 1 e 5 h a
duas diferentes temperaturas, 40 e 50 °C. A temperatura e a faixa de pH selecionadas
no estudo foram aquelas em que apresentavam condi¢des ideais para as enzimas
utilizadas. Esses autores obtiveram rendimentos que variaram de 25,94 a 57,89%, em
termos de nitrogénio extraido.

O uso em associagao de carboidrases para separar as proteinas de farinha de
arroz, foi empregado por SHIH & DAIGLE (1997). As amostras de farinha de arroz
foram agitadas, mecanicamente, com agua deionizada em pH 6,5 e levadas a uma
placa de aquecimento com temperatura controlada. Duas carboidrases foram testadas,
Termamyl 120 L (Novo Nordisk A/S) e a Taka-Therm L340 (Elkhart), sendo que o
periodo de incubacdo variou de 15 a 60 min e a temperatura de 50 a 90 °C
dependendo de cada enzima utilizada. O pH da mistura foi entdo ajustado para 4 e
outras carboidrases foram adicionadas separadamente, permanecendo incubada por
2 h a 55 °C. Ao final desta etapa, a amostra foi centrifugada por 15 min a 4 °C, e o
residuo obtido foi lavado com agua e, finalmente, liofilizado, apresentando-se como
uma fragao rica em proteina. O residuo foi, entdo, suspenso em agua deionizada e
algumas proteases foram testadas (Papain 300 e Pronase E, International Enzymes, e
Pronase 2A, Sigma), mantendo a suspensao incubada por 4 h a 50 °C em pH neutro.
Depois de resfriada, a suspensao foi centrifugada e o residuo foi, entdo, liofilizado. Os
residuos ricos em proteina obtidos apresentaram teores que variaram de 46,9 a 76,4%,
dependendo das condi¢gbes empregadas.

FREITAS et al. (1998), estudando a incubagdo em meio aquoso do gréo de soja
extrusado, com enzimas celuloliticas e proteoliticas, obtiveram simultaneamente trés
produtos: o dleo livre, a torta e um efluente contendo proteina hidrolisada. Os autores

conseguiram um rendimento de 74% de proteina no hidrolisado protéico. A analise por
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eletroforese mostrou, ainda, que toda proteina do efluente (hidrolisado protéico) estava
na forma de peptideos com peso molecular distribuido em duas fragdes, uma com peso
molecular abaixo de 3000 Da e outra entre 10000 e 20000 Da, o que torna o
hidrolisado com potencial uso no preparo de alimentos e bebidas.

Em alguns estudos visando a obtencdo do amido do arroz foram utilizados
diferentes métodos de extracdo protéica. Assim, LUMDUBWONG & SEIB (2000)
obtiveram um amido de arroz com teor protéico de 0,5%, quando trataram a farinha de
arroz com uma protease alcalina (Optimase APL-440).

Da mesma maneira, WANG & WANG (2001) avaliaram diversas formas de isolar
o amido da proteina: (1) usando uma etapa alcalina na qual uma quantidade de farinha
de arroz ficou por 18 h em solugao de hidréxido de sodio 0,1% na proporgao 1:2, em
seguida agitada por 2 min a alta velocidade, passada por uma peneira de 63 um, e por
fim centrifugada a 1400 x g por 10 min; (2) usando uma protease neutra, uma
quantidade de farinha de arroz foi misturada com agua deionizada na proporgao 1:2,
em pH 7 a 50 °C. A quantidade de enzima adicionada foi de 0,01, 0,03 e 0,05% em
relacdo a quantidade de farinha e o tempo de extragao foi de 1, 3 e 5 h sob agitagao
magnética constante. Apds a digestao pela protease, a mistura foi agitada por 2 min a
alta velocidade, passada por uma peneira de 63 um, e por fim centrifugada a 1400 x g
por 10 min; (3) pela combinagdo de uma protease neutra e o ultra-som de alta
intensidade, introduzindo essa etapa apds a incubacdo com a enzima utilizando
diferentes intensidades de sonicagao e tempo de agdo. Em todos os casos, o conteudo
de proteina no amido nao chegou a 1%.

FISCHER et al. (2001) avaliaram a extracdo de proteinas da farinha de soja
desengordurada pelo uso de preparagdes enzimaticas contendo uma endoprotease
(alcalase de grau alimenticio do Bacillus licheniformis), um complexo de proteases
(flavourzima do Aspergillus oryzae), seguido de uma preparacdo de carboidrase do
Aspergillus aculeatus e do Humicola insolens. Diferentes condi¢des de hidrdlise foram
testadas. A quantificacido de proteinas e carboidratos do residuo obtido foi utilizada
para avaliar a extracdo. O uso das proteases mostrou-se eficiente na obtencido de
89 a 94% das proteinas da farinha de soja, ja as carboidrases ndo contribuiram na
extracdo de proteinas. Entretanto, os autores sugeriram que a extragdo incompleta das
proteinas se deve a interferéncia da matriz, provavelmente devido as interagdes entre
proteinas e outros constituintes da amostra.

TANG et al. (2002) extrairam as proteinas de farelo de arroz desengordurado

utiizando a combinagcdo, ou ndo, de processamentos fisicos (congelamento-
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descongelamento, sonicacgao, agitacdo em alta velocidade e tratamento a alta pressao)
com tratamentos enzimaticos (amilase e protease isoladas ou combinadas). Nos
experimentos utilizando apenas processamentos fisicos, foram extraidas de 11 a 16%
das proteinas, enquanto que, quando se utilizou somente o tratamento enzimatico, o
rendimento de extragdo protéica atingiu valores que variaram de 27,7 a 61,8%. A
combinagao de processamentos fisicos com tratamentos enzimaticos permitiu extrair
de 25,6 a 66,6% das proteinas do farelo de arroz desengordurado. De acordo com os
autores, o trabalho desenvolvido possibilitou demonstrar que os tratamentos fisicos
auxiliam a extragado pelos métodos enzimaticos, aumentando o rendimento de extragcéo
das proteinas.

AGBOOLA et al. (2005) fracionaram as proteinas do arroz de variedade
Australiana (cv. Langi), ap6s moido e desengordurado, utilizando o método de Osborne
com algumas modificagdes. Os autores realizaram também um método em paralelo,
em que o arroz foi submetido a uma etapa de modificagdo do amido, utilizando a
a-amilase (BAN 240 L, Novozymes) e uma enzima desramificante (Promozyme 400 L,
Novozymes), antes de realizar as etapas de Osborne. O procedimento de extragdo nao
afetou significativamente o rendimento e o conteudo de proteina, exceto para a fragéo
de albumina obtida apds a etapa de modificacdo do amido, onde o rendimento
praticamente triplicou.

Em estudo realizado no Laboratério de Bromatologia/Pesquisa, a extragéo
enzimatica foi utilizada na obtengdo de concentrados protéicos de fuba de milho. Uma
quantidade de amostra foi adicionada a agua, na propor¢ao 1:5, e agitada em ultra-
turrax a 19.000 rpm por 5 min. Apos ajuste do pH para 9,5, com solugdo de NaOH a
3 mol/L, levou-se ao banho de éleo a 55°C ou 60°C. Uma enzima alcalina (Protemax®
580 L, Prozyn) foi adicionada na relagdo enzima:substrato (E:S) de 1:10, e a hidrélise
foi realizada em diferentes tempos (1 h, 5 h, 15 h e 24 h). Em seguida, centrifugou-se a
1700 x g por 15 min, a 25°C. Separou-se o0 sobrenadante e o residuo foi lavado duas
vezes com agua destilada, tendo sido centrifugado nas mesmas condi¢cdes citadas
anteriormente. Os resultados obtidos indicaram rendimentos de extracido protéica que
variaram de 71,5 a 86,8% (CAPOBIANGO et al., 2006a).

O conhecimento das caracteristicas de solubilidade protéica sdao muito uteis na
selecao das condigdes otimas para extragdo das proteinas. A solubilidade de uma
proteina depende grandemente do numero e do arranjo de cargas na molécula, que por
sua vez dependera da composicdo em aminoacidos, particularmente do numero de

residuos acidos (aspartil, glutamil) e basicos (histidil, arginil e lisil). Partes nao protéicas
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da molécula como lipideos, carboidratos, fosfatos, etc, também afetam a solubilidade
das proteinas (SGARBIERI, 1996).

A solubilidade das proteinas podera ser modificada pela influéncia de varios
fatores como pH, forca ibnica e temperatura. O pH afeta a natureza e a distribuicao de
cargas das proteinas sendo, em geral, mais soluveis em valores baixos de pH (acidos)
ou elevados (alcalinos) por causa do excesso de cargas positivas ou negativas.
Excesso de cargas de mesmo sinal produz repulsdo das moléculas, que contribui para
sua maior solubilidade (SGARBIERI, 1996).

Outro fator importante € a temperatura. A maioria das proteinas s&o soluveis a
temperatura ambiente e a solubilidade tende a aumentar a medida que a temperatura
se eleva até 40-50 °C. Acima deste valor, as proteinas comeg¢am a sofrer desnaturagao
e a solubilidade tende a diminuir (SGARBIERI, 1996). A temperatura também é
importante, pois afeta a estabilidade de enzimas e, como consequéncia, a sua
capacidade de ligacdo ao substrato e de transforma-lo em produto. De acordo com
EUBER et al. (1991), a temperatura utilizada na extracdo enzimatica das proteinas de
cereais deve ser abaixo da temperatura de gelatinizagédo do amido.

As proteinas podem sofrer desnaturagao por agentes fisicos (ultra-som, calor,
etc) e quimicos (solventes organicos, valores extremos de pH, etc). Segundo FREITAS
et al. (1998), a extrusdo do grédo antes da incubagdo enzimatica proporciona uma
desnaturacgao parcial na proteina, deixando as liga¢des peptidicas mais susceptiveis a
hidrdlise. A sonicagao, congelamento-descongelamento, agitacdo em alta velocidade e
tratamento a alta pressdo, sdo métodos usados para romper a parede celular do
alimento expondo as proteinas para a acdo das enzimas e sua consequente
solubilizagdo (TANG et al., 2002).

A presenca de alcalis (elevado pH), ao mesmo tempo em que aumenta a
solubilizacdo das proteinas, promove o enfraquecimento e rompimento de ligagcdes
secundarias facilitando a desnaturagdo (SGARBIERI, 1996). Desta forma, o controle do
pH deve ser muito bem estabelecido na extragcdo das proteinas, a fim de que néao
prejudique o rendimento final do processo.

A funcdo da enzima utilizada na extracdo de proteinas esta relaciona
diretamente ao tipo e forma de atuagao. Geralmente, as carboidrases sao empregadas
diretamente para promover a maceragdo ou desintegracdo da parede celular do
alimento facilitando, subsequentemente, a extracdo do nitrogénio (ANSHARULLAH &
CHESTERMAN, 1997). O tratamento prévio com amilase para solubilizar o amido, sob

a forma de sacarideos de varios pesos moleculares, como glicose, maltose,
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oligossacarideos e dextrina, promove também a obteng¢ao de uma fragao insoluvel rica
em proteina que, apods ser separada por centrifugacao, pode ser solubilizada pela acao
de enzimas proteoliticas (EUBER et al., 1991).

As enzimas proteoliticas sdo empregadas para solubilizagdo das proteinas,
através do rompimento das ligagbes peptidicas (FURLAN & OETTERER , 2002). As
proteinas sao mais resistentes ao ataque de enzimas proteoliticas em sua forma nativa
do que na forma desnaturada. A explicacado para este fato esta associada a mudanca
da conformagdo globular ou filamentosa compacta da forma ativa, para uma
conformagado mais aberta da proteina desnaturada,. Desta maneira, o acesso das
enzimas proteoliticas a um maior numero de ligagdes peptidicas €& facilitado,
aumentando assim o grau de hidrolise (SGARBIERI, 1996).

Em relacdo a forma em que deve se apresentar a matéria-prima nos processos
de extragao das proteinas, EUBER et al. (1991) relatam que a unica restricdo € que a
matéria-prima seja suficientemente fragmentada para maximizar a area de superficie
efetivamente exposta para acdo da enzima. A matéria-prima pode ser submetida ao
processo de moagem de maneira a obter tamanho desejavel das particulas, que

proporcione uma dispersao prévia em agua.

4 HIDROLISE ENZIMATICA DE PROTEINAS

4.1 Importéncia

Os hidrolisados enzimaticos sao usados na industria alimenticia, paraquimica e
farmacéutica (KONG et al., 2007). Geralmente sao destinados a trés grandes grupos:
(1) formulagdes infantis para criangas que apresentam alergia a proteina intacta ou
algum problema causado por um erro inato do metabolismo; (2) formulagdes especiais
para adultos com fungéo gastrintestinal prejudicada ou doengas em 6rgaos especificos;
e (3) suplementos nutricionais para facilitar a assimilagcdo de nitrogénio (MAHAN &
STUMP, 1998; MIRA & MARQUEZ, 2000).

O valor nutricional dos hidrolisados esta diretamente relacionado a natureza da
proteina de origem, que devera ser de alto valor nutricional e ao método de hidrdlise
que possibilite a obtencao de peptideos de pesos moleculares diferentes (GRIMBLE
et al., 1986; ANANTHARAMAN & FINOT, 1993)
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Para romper as ligagdes peptidicas e preparar os hidrolisados sao indicados trés
métodos principais: as hidrélises enzimatica, alcalina e acida. Cada uma apresenta
vantagens e desvantagens, dependendo da sua utilizagdo e dos objetivos a serem
alcancados (BERNARDI, 2000).

A hidrdlise acida, com emprego de acido cloridrico, € praticada industrialmente
por meio do emprego de proteinas de origem vegetal, e é preferida devido ao seu custo
relativamente reduzido, a rapidez e a produgdo de sabor agradavel. Entretanto, na
neutralizacédo do acido cloridrico com hidroxido de sddio, ocorre uma elevada producao
de sal (NaCl) no hidrolisado (FURLAN & OETTERER , 2002).

No entanto, os processos quimicos ndo sao facilmente aceitos, principalmente
devido a crescente preocupagao do consumidor quanto a seguranga alimentar. Assim
sendo, a utilizacao de enzimas para hidrolisar peptideos e proteinas apresenta varias
vantagens: (1) a atuagdo das enzimas €& especifica e quebra ligagdes que séao
resistentes a catalisadores nao especificos; (2) o método é nao destrutivo, ndo apenas
para os aminoacidos comuns, mas também para os grupos labeis; (3) as enzimas
agem rapidamente e, teoricamente, completam a hidrélise em apenas alguns minutos;
(4) permite controlar o grau de hidrélise; (5) deixa menor conteudo de sal no hidrolisado
final; e (6) ha formacao minima de subprodutos (PEARCE, 1995; BERNARDI, 2000).

Por outro lado, também ha desvantagens no uso dessas enzimas proteoliticas.
Entre elas, sua instabilidade ou atividade sob as condicbes de pH, temperatura e
concentragao de substrato, além da dificil recuperagéo apds o uso, devido a dificuldade
de separar o substrato do produto (FURLAN & OETTERER , 2002).

O processo de hidrolise enzimatica tem se destacado na melhoria das
propriedades funcionais das proteinas, tais como solubilidade, poder emulsificante,
textura, tendo grande aplicabilidade em varios produtos alimenticios (ADACHI et al.,
1991).

Além da melhoria das propriedades funcionais e sensoriais, € possivel aumentar
o aproveitamento nutricional das proteinas pelo tratamento enzimatico. Um dos
principais critérios na caracterizagdo de um hidrolisado para utilizacdo dietética é sua
distribuicdo quanto ao tamanho dos peptideos, pois sabe-se que o comprimento da
cadeia peptidica influencia a taxa de absorcdo (VIJAYALAKSHIMI et al., 1986).
Diversos autores tém demonstrado que férmulas contendo um elevado teor de
oligopeptideos, especialmente, di- e tripeptideos, sdo utilizadas mais efetivamente do
que uma mistura equivalente de aminoacidos livres, apresentando assim um maior

valor nutritivo e apresentam elevado potencial para o preparo de formulagdes
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hipoalergénicas (ANANTHARAMAN & FINOT, 1993; KOLETZCO & SCHIMDT, 1991;
SIEMENSMA et al., 1993).

Varios trabalhos, realizados no Laboratério de Bromatologia/Pesquisa,
empregaram a hidrélise enzimatica no intuito de elevar o teor de oligopeptideos de
hidrolisados protéicos (MORATO et al., 2000; CARREIRA et al., 2001, 2004; MORAIS
et al., 2002, 2005; BARBOSA et al., 2004; LOPES et al., 2005a; SOARES et al., 2004b)
ou de melhorar as propriedades funcionais de proteinas (SILVA & SILVESTRE, 2003;
BIZZOTTO et al., 2005; CAPOBIANGO et al., 2006c).

Uma desvantagem encontrada no processo de hidrdlise enzimatica é o
desenvolvimento de gosto amargo no decorrer da catalise, o qual parece estar
relacionado a liberagdo de aminoacidos hidrofébicos que se encontravam no interior
das moléculas protéicas ou devido ao tamanho dos peptideos formados. Esta
caracteristica representa um dos principais obstaculos na aplicagdo generalizada dos
hidrolisados. Segundo FREITAS et al. (1998), o controle da quantidade de enzima
utilizada na hidrolise pode promover a formacdo de peptideos de peso molecular
maiores que aqueles responsaveis pelo desenvolvimento de sabor amargo.

Com o objetivo de evitar um possivel desenvolvimento de sabor amargo durante
a preparacao de hidrolisados protéicos, € aconselhavel a utilizagédo de encapsulacao de
enzimas em lipoesferas e lipossomas, técnica esta que foi empregada anteriormente no
Laboratorio de Bromatologia/Pesquisa em hidrolisados de caseina (MORAIS et al.
2004, 2005).

O uso direto de células microbianas na hidrdlise de proteinas € um procedimento
alternativo que tem sido investigado. Esse procedimento parece conferir caracteristicas
desejaveis ao produto, como uma superior funcionalidade da proteina, além da
auséncia de gosto amargo, favorecendo a incorporagédo do produto em formulagdes
alimentares (DINIZ & MARTIN, 1999).

4.2 Fatores interferentes

De acordo com CANDIDO (1998), as reagbes enzimaticas devem ser
controladas para se alcancar resultados confiaveis. Dentre as variaveis temos: pH,
temperatura, tempo de hidrélise, tipo e concentracdo de substrato, relacao

enzima/substrato (E:S), inativacdo enzimatica ao final do processo. Outro fator a ser
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considerado é a escolha de um bom método para determinagdo do grau de hidrélise
(SILVESTRE et al., 1993).

A fim de se obter produtos com qualidade nutricional elevada, propriedades
funcionais desejaveis e caracteristicas sensoriais agradaveis ao consumidor, é
importante controlar as condi¢gdes hidroliticas na digestdo enzimatica das proteinas
(SVENNING et al.,1993; FREITAS et al., 1998).

A escolha da enzima proteolitica é de extrema importancia, uma vez que sua
acao especifica ira influenciar a composicdo final dos produtos de hidrdlise,
principalmente com relagdo ao tamanho médio dos peptideos e os aminoacidos que se
quer deixar na forma livre (HAQUE & MOZAFFAR, 1992).

A associagdo de enzimas introduzidas na reagdo, simultanea ou
sucessivamente, pode conduzir a um grau de hidrolise superior aquele obtido com uma
unica enzima, demonstrando um carater de agao sinérgica ou complementar. Assim, na
producao de hidrolisados, enzimas de ampla especificidade tém sido utilizadas em
associacoes, levando a uma hidrélise extensa, com a obtencado de pequenos peptideos
e aminoacidos (SILVESTRE et al., 1993, 1994a, b).

O uso inicial de endopeptidases na obtencéo de hidrolisados protéicos, facilita a
acao das exopeptidases em uma segunda etapa, acarretando uma degradagao mais
completa (CLEMENTE, 2000). A associagdo de enzimas foi empregada em alguns
estudos realizados no Laboratério de Bromatologia/Pesquisa, como por exemplo
MORATO et al. (2000), que utilizaram a associagcao das enzimas tripsina e subtilisina;
CARREIRA et al. (2001), que empregaram as enzimas tripsina, subtilisina e pepsina
associadas; LOPES et al. (2005a) que associaram papaina e protease do Aspergillus
oryzae e SOARES et al. (2006) que fizeram as associagbes papainal/protease do
Aspergillus oryzae e pepsinal/protease do Aspergillus oryzae.

A acgado do calor sobre a atividade enzimatica tem sido utilizada por alguns
autores, visando a interrupgao da reagao hidrolitica, empregando-se temperaturas na
faixa de 80 a 90 °C, por 10 a 20 min (SILVESTRE et al., 1993; MORATO et al., 2000).
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5 REMOCAO DE FENILALANINA

5.1 Importancia da remocéao

A hiperfenilalaninemia (HPA), nome genérico dado a elevados niveis de Phe no
sangue, constitui uma desordem primaria do sistema de hidroxilagédo da Phe, podendo
ser causada pela deficiéncia da enzima hepatica fenilalanina hidroxilase (PAH) ou das
enzimas que sintetizam ou reduzem a coenzima tetrahidrobiopterina (BH4) (ACOSTA &
YANNICELLI, 1997, MIRA & MARQUEZ, 2000; HENDRIKSZ & WALTER, 2004;
MALLOY-DINIZ et al., 2004, HAMMAN et al., 2005; MONTEIRO & CANDIDO, 2006;
WASSERSTEIN et al., 2006).

Desde a década de 70, inumeras variantes da fenilcetonuria (PKU) foram
descobertas, exigindo freqlientemente exames laboratoriais adicionais que permitam
uma perfeita diferenciagao, para que o diagnostico clinico e a prescrigdo do tratamento
sejam adequados (MIRA & MARQUEZ, 2000).

As diferencas na capacidade de metabolizacdo da Phe pela fenilalanina
hidroxilase, variando entre a completa auséncia de atividade e 5% de atividade
residual, associada respectivamente a altas concentragbes de Phe no plasma
(1.200 mol/L) e concentracdes normais, deram origem a diversos estudos para
classificar as variantes da PKU. As HPA sao, portanto, classificadas em PKU classica,
PKU leve, HPA permanente, HPA transitéria, HPA materna e deficiéncias de BH4
(MIRA & MARQUEZ, 2000; SANTOS et al., 2003; HENDRIKSZ & WALTER, 2004).

O uso de substitutos protéicos € necessario para o controle dos niveis séricos de
Phe em pacientes com PKU classica. Dessa forma, o uso de misturas de aminoacidos
livres e de hidrolisados protéicos, isentos ou com baixos teores de Phe, torna-se
indispensavel (ACOSTA & YANNICELLI, 1997; ACOSTA, 1998; MIRA E MARQUEZ,
2000). A caracteristica basica dos produtos € a concentragdo de Phe em valores
minimos — nao superior a 100 mg de Phe por 100 g de produto (BRASIL, 2002).

Misturas de L-aminoacidos isentas de Phe sdo essenciais para as necessidades
de pacientes com PKU (ACOSTA, 1998), entretanto, por serem importadas, essas
formulacdes sao de alto custo, além de resultarem em uma dieta mondétona e pouco
palatavel. Uma boa alternativa para o tratamento consiste no uso de formulagbes a
base de hidrolisados protéicos isentos ou com baixo teor de Phe, pois apresentam
melhor tolerancia, sabor e odor mais agradaveis, menor osmolaridade, o que evita

diarréia osmotica causada pelo uso de aminoacidos livres. Além disso, sao
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prontamente utilizaveis, pois os di- e tripeptideos provenientes da hidrdlise parcial de
proteinas sado absorvidos mais rapida e completamente que uma mistura de
aminoacidos livres, e sua producédo € economicamente mais viavel do que as misturas
sintéticas de aminoacidos (HENN & NETO, 1998; MIRA & MARQUEZ, 2000)

Segundo MIRA & MARQUEZ (2000), diversas formulagcbes estdo disponiveis no
mercado de paises desenvolvidos e no Brasil sdo importadas pelo governo; entre elas,
podem ser citadas, o Lofenalac, Phenyl-free, PKU1, PKU2, PKU3 entre outros. Esses
produtos contem além de aminoacidos livres, com exce¢do de Phe, alguns minerais e
vitaminas (HENDRIKSZ & WALTER, 2004). Do ponto de vista sensorial, essas misturas
possuem odor e paladar desagradaveis e a sua ingestdo, que deveria ocorrer em
pequenas porcdes durante o decorrer do dia, frequentemente é feita de uma sé vez,
com prejuizo na utilizag&o biolégica e com aumento da metabolizagdo dos aminoacidos
por via oxidativa (MIRA & MARQUEZ, 2000). O reconhecimento desses problemas faz
com que paises como a Inglaterra e os Estados Unidos recomendem investimentos em
pesquisa e tecnologia para desenvolvimento de novos produtos de melhor aceitagao
(PRINCE et al., 1997).

As formulagdes especiais para fenilcetonuricos podem ser elaboradas através da
utilizacao de hidrolisados protéicos com baixo teor de Phe, como fonte de proteina
(maior proporgao de di- e tripeptideos), acrescidos de lipideos, carboidratos, minerais
e/ou elementos-traco. Depois de misturados, a preparacdo passa por um processo de
secagem em spray-dryer, e os aminoacidos lisina e cistina sao adicionados a mistura
em po obtida, a fim de evitar possiveis reagdes que possam ocorrer durante o processo
de secagem (TESMER et al. 1998).

5.2 Métodos de remocéo

A Phe é um aminoacido presente em todas as proteinas animais e vegetais na
proporgao de 4 a 6% (OUTINEN et al., 1996). Assim, a dieta de fenilcetonuricos obriga
a uma baixa ingestao de proteinas. Por isso, varios métodos foram desenvolvidos para
remover esse aminoacido de hidrolisados protéicos (MIRA & MARQUEZ, 2000).

Os métodos usados para a remog¢ao de Phe baseiam-se na liberacdo deste
aminoacido por hidrélise quimica ou enzimatica, sendo posteriormente removido por
tratamentos diferenciados (SHIMAMURA et al., 1999). Varios métodos sao utilizados

para a remogao, como adsor¢do em carvao ativado (CA) ou resinas de adsorgao,
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cromatografia de troca ibnica, peneira molecular ou filtragdo em gel, além de
desaminagao deste aminoacido pela enzima fenilalanina aménia liase. A escolha do
meétodo deve considerar a praticidade, a reprodutibilidade e a relacdo custo/eficiéncia
de cada tratamento (OUTINEN et al., 1996; MOSZCZYNSKI & IDZIAK, 1993).

O CA foi utilizado por diversos pesquisadores na remocao de Phe de
hidrolisados protéicos. Cerca de 90% da Phe foi removida por MOSZCZYNSKI &
IDZIAK (1993) de hidrolisados de caseina, apos tratamento com CA. Para se obter
estes hidrolisados, foi utilizada uma associagdo das enzimas quimotripsina,
carboxipeptidase A e leucina aminopeptidase. Estes mesmos autores testaram também
outros meios para a remogado de Phe, como resinas de troca ibnica e de exclusao
molecular, sendo a maior remog¢ao obtida com o uso do CA.

Em estudo realizado no mesmo laboratério do presente trabalho, o uso do CA foi
eficiente na remogao de Phe de hidrolisados protéicos de arroz em grao, obtidos pela
acao da Corolase PP — 89 a 100% (BIZZOTTO et al., 2006a) e da pancreatina — 84 a
100% de remocéao (BIZZOTTO et al., 2006b). Em outros trabalhos, do mesmo grupo, o
CA também foi utilizado com eficiéncia para a remocdo de Phe de hidrolisados
enzimaticos de fuba de milho atingindo até 97,5% de remocédo (CAPOBIANGO et al.,
2006b), de leite desnatado, chegando a 99% de remocao (SOARES et al. 2006;
LOPES et al., 2005b), e de soro de leite em po, tendo atingido os niveis de remogéo de
até 97% (DE MARCO et al., 2005), 95% (SILVA et al., 2005b) e 99% (DELVIVO et al.,
2005).

OUTINEN et al. (1996) utilizaram as resinas de adsorcdo XAD-4 e XAD-16,
removendo de 92 a 100% da Phe de hidrolisados pancreaticos. Valor inferior de
remogao (62,5%) foi encontrado por SANTOS et al. (2003), ao utilizar a resina XAD-4
para remover a Phe de hidrolisados de caseina. Este mesmo meio foi utilizado por
DELVIVO et al. (2006) para remover 95% da Phe de hidrolisados de soro de leite em

po, no Laboratorio de Bromatologia/Pesquisa.

5.3 Avaliacédo da eficiéncia da remocéo

Varios métodos sao descritos na literatura para se determinar a Phe, dentre eles

pode-se citar: cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) de fase reversa (ZEZZA
et al.,, 1992), HPLC de troca ibnica (FANG et al.,, 1992), HPLC interacédo hidrofilica
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(CARREIRA et al., 2002), sensor enzimatico de membrana (SHIMAMURA et al., 1999)
e espectrofotometria derivada segunda — EDS (SILVESTRE et al., 1993).

A EDS tem sido utilizada para separar o complexo espectro de absorgao de
proteinas nas contribuigdes individuais dos aminoacidos aromaticos Phe, Tyr e Trp,
uma vez que esses apresentam bandas de absorgao caracteristicas na regido do
ultravioleta, entre 240 e 310 nm, assim como para quantifica-los (MICLO et al., 1995). A
EDS é considerada um método simples, rapido e de custo relativamente baixo para
mostrar diferengas espectrais entre proteinas nativas e desnaturadas.

Com relacdo a analise de hidrolisados protéicos, a EDS foi empregada por
SILVESTRE et al. (1993) para se avaliar a pureza de hidrolisados comerciais,
indicando a adicdo de aminoacidos livres, de proteinas nativas ou mesmo de
hidrolisados com diferentes graus de hidrolise. Além disso, esses autores
demonstraram que a intensidade dos picos, no espectro de derivada segunda de
proteina e peptideos, esta relacionada com a exposicdo dos aminoacidos aromaticos,
sendo tanto maior quanto mais proximo o grupamento aromatico estiver da posi¢cao
C-terminal ou N-terminal. Essa técnica ja foi empregada no Laboratério de
Bromatologia/Pesquisa para a avaliagcdo do grau de encapsulagao de hidrolisados
enzimaticos de caseina (MORAIS et al., 2004), como também para a determinacao de
Phe de hidrolisados enzimaticos de leite em pd (SOARES et al., 2006; LOPES et al.,
2005a), de soro de leite (DELVIVO et al., 2005; SILVA et al., 2005a,b; DE MARCO
et al., 2005), de arroz em grao (BIZZOTTO et al.,, 2006a,b) e de fuba de milho
(CAPOBIANGO et al., 2006b).
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TRABALHO EXPERIMENTAL

APRESENTACAO

A parte experimental deste trabalho esta apresentada na forma de fluxogramas,
nas Figuras 3 e 4. Os resultados foram divididos em dois capitulos e redigidos sob a
forma de artigo cientifico.

No primeiro capitulo, uma farinha comercial de arroz foi inicialmente
caracterizada quanto a sua composicdo centesimal. Em seguida, esta farinha foi
submetida a um processo de extragcdo enzimatica das proteinas, visando a produgao
de suplementos dietéticos com diversas aplicagdes relevantes para as areas de
nutricdo e saude. Buscando aumentar o rendimento de extracdo, o efeito de alguns
parametros foram estudados, tais como: tipo de enzima, temperatura, pH, tratamento
fisico, relagdo enzima:substrato (E:S) e concentracdo inicial de amostra. O rendimento
de extracao foi calculado utilizando-se os teores de proteinas da farinha de arroz e dos
residuos.

No segundo capitulo, o extrato protéico de farinha de arroz, obtido com os
melhores parametros de extragao, foi hidrolisado sob diversas condi¢cbdes. As variaveis
empregadas foram tipo de enzima e relagdo E:S. O carvao ativado (CA) foi utilizado
para a remocao de fenilalanina (Phe) dos hidrolisados, variando-se a relagao
proteina:CA, tipo e modo de emprego do CA. A eficiéncia da remocao foi avaliada por
espectrofotometria derivada segunda (EDS), determinando-se o teor de Phe livre na

farinha de arroz e nos hidrolisados apés tratamento com CA.
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Farinha Comercial de Arroz
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Extracdo Enzimatica das
Proteinas

Determinacdo da Composicao

Quimica

Extrato Protéico de
Farinha de Arroz

Residuo
(Amido)

Figura 3 — Principais etapas do trabalho experimental do capitulo 1.

Determinacao do Teor
de Proteina
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Determinagao dos Teores
de Proteina e Fenilalanina

CAPITULO Il
Farinha Comercial
de Arroz
I
I
Extracdo Enzimatica
das Proteinas
I
I I
Residuo Extrato Protéico
(Amido) de Farinha de Arroz
Liofilizacao Hidrolise Enzimatica

das Proteinas

Determinacao dos Teores
de Proteina e Fenilalanina

Hidrolisados Protéicos
de Farinha de Arroz

Figura 4 — Principais etapas do trabalho experimental do capitulo 2.

Tratamento com

Carvao Ativado

Liofilizac&o

Determinacao dos Teores
de Proteina e Fenilalanina
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CAPITULO |

EXTRACAO ENZIMATICA DAS PROTEINAS
DA FARINHA DE ARROZ

RESUMO

O presente trabalho teve como objetivo extrair enzimaticamente as proteinas de uma
farinha comercial de arroz. Visando aumentar o rendimento de extragao protéica (REP),
os seguintes parametros foram avaliados: tipo de enzima (protease alcalina e neutra);
temperatura (40, 50 e 60 °C); pH (9,5, 10,5 e 11,0); tratamento fisico da amostra (sem
tratamento, ultra-turrax a 16.000 rpm e ultra-som a 120W, ambos por 5, 10 € 15 min.);
relacdo enzima:substrato (E:S) de 5:100 e 10:100; e concentracao inicial de matéria-
prima (1:3, 1:5 e 1:10 p/v). Os teores de proteinas da farinha de arroz e dos residuos
foram determinados para se calcular o REP. Os resultados mostraram que a melhor
condigdo de extragdo protéica que levou ao maior REP foi a que empregou a
concentragéo inicial de matéria prima a 1:10 (p/v), sem tratamento fisico, pH 10,5, com
a protease alcalina na relagdo E:S de 10:100, a 50 °C; tendo atingido um REP de
63,4%.

Palavras-chave: Arroz; enzimas; extragao; proteinas; rendimento.
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ABSTRACT

ENZYMATIC EXTRACTION OF PROTEIN FROM RICE FLOUR. The enzymatic
extraction of proteins from a commercial rice flour was studied in this work. In order to
increase the protein extraction yield (PEY), the following parameters were evaluated:
enzyme type (alkaline and neutral protease); temperature (40, 50 and 60 °C); pH (9.5,
10.5 and 11.0); physical treatment of the sample (with no treatment, ultra-turrax at
16.000 rpm and ultrasound at 120W, both for 5, 10 and 15 min.); enzyme:substrate ratio
(E:S) of 5:100 and 10:100 and initial concentration of raw material (1:3, 1:5 and
1:10 w/v). The PEY was calculated using the protein contents of rice flour and the
extraction residues. The results showed that the best condition of protein extraction
which gave the highest PEY (63.4%) was that using the initial concentration of raw
material of 1:10 (w/v), with no physical treatment, pH 10.5, the alkaline protease with
the E:S of 10:100, at 50 °C.

Keywords: Rice; enzymes; extraction; protein; yield.
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1 INTRODUCAO

Os graos de cereais constituem uma fonte valiosa de proteinas para a
alimentagdo humana. No Brasil, os cereais mais importantes, econdmica e
nutricionalmente, sdo o trigo, milho e arroz (SGARBIERI, 1996). O arroz é uma das
maiores produgdes de graos no mundo, sendo o Brasil o principal produtor entre os
paises ocidentais (BARATA, 2005).

O arroz pode ser utilizado para consumo humano sob diversas formas: arroz
polido, parboilizado e integral; éleo e farinha comercial de arroz, entre outros. Grande
parte do arroz polido é consumida diretamente apds cozido, mas uma parte
significativamente crescente tem sido usada industrialmente na producéo de farinha de
arroz que €, posteriormente, utilizada como aditivo em gel, pudins, sorvetes e outros
produtos similares devido as suas propriedades nutricionais, hipoalergenicidade, por
possuir sabor agradavel e por ndo interferir na cor do produto final (BRASIL, 1978;
CHRASTIL, 1992; SHIH & DAIGLE, 2000; JU et al., 2001).

O conteudo de proteina na farinha comercial de arroz & relativamente baixo
(7 a 9%). Entretanto, dentre os componentes do arroz, as proteinas tém sido
consideradas de grande valor, pois sdo hipoalergénicas, particularmente saudaveis
para o consumo humano e altamente nutritivas, em relagdo aos outros cereais. O
conteudo de lisina é de 3 a 4 %, aproximadamente 50% maior que a do trigo, por
exemplo (SHIH & DAIGLE, 2000; JU et al., 2001).

As proteinas sdo classificadas na base de solubilidade em albuminas (soluveis
em agua), globulinas (soluveis em solugdes salinas), prolaminas (soluveis em alcool) e
glutelinas (soluveis em alcalis). A fracdo das glutelinas corresponde a maior parte das
proteinas do arroz, o que representa cerca de 80% (JULIANO, 1993; SGARBIERI,
1996; HAMADA, 1997; JU et al., 2001).

A producdo de isolados protéicos de arroz consiste, geralmente, em uma
extragao alcalina de seus subprodutos, como a farinha comercial de arroz, seguida pela
precipitacdo das proteinas pelo ajuste do pH no ponto isoelétrico. Tém sido reportados
na literatura, métodos descrevendo o uso de solugdes alcalinas para extracao de
proteinas do arroz (CONNOR et al., 1976; LINDASY et al.,, 1977; BIZZOTTO et al.,
20064, b).
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Entretanto, condi¢cdes alcalinas usadas nesse processo de extracdao, podem
causar reagdes secundarias indesejaveis e potencial toxicidade, tal como a formagao
de lisinoalanina, acarretando perda do valor nutritivo das proteinas. Outras
consequéncias sdo a desnaturagao protéica, a ocorréncia de reacao de Maillard que
causam o escurecimento dos produtos e maior extragdo de componentes nao protéicos
que co-precipitam com a proteina e diminuem a qualidade do isolado protéico (WANG
et al., 1999).

Em varios estudos tém-se procurado isolar as proteinas do arroz, a partir de
seus produtos como a farinha e o farelo, pela remogéo enzimatica de conteudos nao
protéicos. Diversas enzimas tém sido utilizadas, entre estas, encontram-se a
pancreatina, as proteases alcalinas, fungicas ou bacterianas em conjunto ou ndo com a
acao de amilases e carboidrases (EUBER et al.,, 1991; SHAW & SHEU, 1992;
ANSHARULLAH & CHESTERMAN, 1997; SHIH & DAIGLE, 1997, 2000; SHIH et al.,
1999; WANG et al., 1999; FISCHER et al., 2001; TANG et al., 2002; AGBOOLA et al.,
2005). Em outros casos, métodos enzimaticos foram desenvolvidos com o principal
objetivo de isolar apenas o amido do arroz utilizando proteases alcalinas e/ou neutras;
no entanto, os baixos conteudos de proteina obtidos no amido indicam que é possivel
obter subprodutos ricos em proteina (LUMDUBWONG & SEIB, 2000; WANG & WANG,
2001, 2004a).

Alguns autores tém utilizado tratamentos fisicos (ultra-som, agitacdo a alta
velocidade, alta pressao, etc) na extragao de proteinas do arroz e de seus produtos.
Dependendo dos fatores e tipo de matéria-prima empregados, os resultados reportados
na literatura associam uma correlagao positiva do emprego de processos fisicos com o
rendimento de extracdo protéica (TANG et al., 2002; WANG & WANG, 2001, 2004a, b).

Levando-se em conta a posi¢ao relevante que ocupa o arroz na dieta do
brasileiro, e a qualidade de suas proteinas, seria de grande interesse utiliza-lo como
matéria-prima para a produgéo de alimentos para fins dietéticos especiais com diversas
aplicagdes relevantes para as areas de nutricido e saude. O primeiro passo neste
sentido consiste na extracdo das proteinas, que foi estudada no presente trabalho,
empregando-se 0 método enzimatico e verificando-se o efeito de diversos parametros

neste processo, com o intuito de obter elevado rendimento de extragao.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 MATERIAL

A farinha comercial de arroz foi fornecida pela FERLA - L. FERENCZI| Industria e
Comércio Ltda (Sao Paulo, SP, Brasil). As proteases, 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
otima de 60 °C e temperatura de inativagdo acima de 85°C por 10min) e a Protemax®
N200 (EC 3.4.21.62, uma serino-endopeptidase de origem bacteriana — cepa do
Bacillus subtilis, atividade 200 NU/g, estavel em pH entre 4,7 e 7,5 com pH 6timo entre
7 e 7,5, temperatura 6tima de 55°C e temperatura de inativagao acima de 80°C por
20min), foram cedidas pela Prozyn (Sao Paulo, SP, Brasil). Os demais reagentes foram

de grau analitico.

2.2 METODOS
2.2.1 Determinacao da composicao centesimal da matéria-prima

A farinha comercial de arroz foi acondicionada em potes de vidro,
hermeticamente fechados e mantidos sob refrigeracéo, até o momento de uso.

Todas as analises da composicdo quimica da matéria-prima foram realizadas em
triplicata segundo as metodologias descritas pela Association of Official Analytical
Chemists (AOAC, 1995). O teor de umidade foi determinado por dessecagao em estufa
ventilada (Quimis Q-314M242 série 020, Diadema, SP) a 105° C até peso constante; o
teor de proteina, pelo método de micro-Kjeldahl; os lipideos, por extragdo com éter
etilico, pelo método de Soxhlet modificado (Quimis Q-308G26, série 018, Diadema,
SP); os minerais, por incineragcdo em mufla a 550° C; e os carboidratos, por diferenca.

O fator utilizado na conversdo do teor de nitrogénio em proteina foi de 5,95,
baseado no teor de nitrogénio da fragao glutelina do arroz (16,8 g N/100 g de proteina),
como sugerido por SGARBIERI (1996). A energia esta expressa em Kilocalorias (Kcal)
e os valores foram calculados empregando-se os fatores de conversao de 4 Kcall/g

para proteina e carboidratos e de 9 Kcal/g para lipideos (USDA ,2006).
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2.2.2 Extracdo enzimatica das proteinas da farinha comercial de arroz

Empregou-se um método de extragdo enzimatica das proteinas da farinha
comercial de arroz, utilizando o procedimento descrito por WANG & WANG (2001) e
modificado por CAPOBIANGO et al. (2006a). Algumas adaptacbes adicionais foram
realizadas visando aumentar o rendimento de extragao protéica (REP), tais como tipo
de enzima, pH, tempo e temperatura empregados.

No preparo dos extratos protéicos de farinha arroz (EPFA), os seguintes
parametros foram avaliados: tipo de enzima; pH; temperatura; tratamento fisico;

concentracao da matéria-prima; e relagao enzima:substrato (E:S).

2.2.2.1 Avaliacao do efeito do tipo de enzima

Foram testadas duas enzimas: uma protease alcalina (Protemax® 580L —
Bacillus licheniformis) e uma protease neutra (Protemax® N200 — Bacillus subtilis), que
foram anteriormente utilizadas por CAPOBIANGO et al. (2006a) e por WANG & WANG
(2001), na extracdo enzimatica das proteinas do fuba de milho e para isolar o amido de
arroz, respectivamente.

A farinha comercial de arroz foi suspensa em agua destilada na proporgédo de
1:5 (p/v) e benzoato de sddio foi adicionado em quantidade necessaria para uma
concentragéo final de 0,1% (p/v). A suspensao foi agitada no ultra-turrax (IKA
Labortechnix, T25 basic, Wilmington, EUA) a 16.000 rpm por 5 min, e as enzimas
adicionadas na relacéo E:S de 10:100 em suas condi¢des 6timas de pH e temperatura,
ou seja, a protease alcalina, em pH 9,5 a 60 °C e a protease neutra, em pH 7,5 a
55 °C. O ajuste do pH foi realizado com solugdo de NaOH a 3 mol/L e a temperatura
controlada em banho de vaselina liquida, sobre agitador magnético.

A extragdo enzimatica foi realizada por 5 h com agitagcdo constante. Apos este
tempo, a suspenséo foi resfriada até 25 °C e centrifugada por 15 min a 1700 x g. O
EPFA foi recolhido, separadamente, em um recipiente e o residuo foi, entdo, lavado
duas vezes com agua destilada, repetindo-se a etapa de centrifugacdo entre as
lavagens e recolhendo sempre o EPFA no mesmo recipiente. O residuo foi pesado e

submetido a determinagéo do teor de proteina.
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2.2.2.2 Avaliacao do efeito da temperatura

Para avaliar esse parametro, trés valores foram testados: 40, 50 e 60 °C, usando
a enzima e as condi¢gbes que proporcionaram o maior REP no item anterior. Os valores
de temperatura empregados foram baseados em estudo realizado por EUBER et al.
(1991), que empregaram a faixa de 35 a 60°C para verificar o efeito da temperatura na

solubilizacio das proteinas por diversas proteases.

2.2.2.3 Avaliagéo do efeito do pH

Utilizando a condigdo em que se obteve o maior REP no item 2.2.2.2, trés
valores de pH foram testados: 9,5, 10,5 e 11,0, dentro da faixa usada por BIZZOTTO
et al. (2006b). Os valores de pH dos extratos obtidos foram medidos apds o término da

extracao.

2.2.2.4 Avaliacao do efeito do tratamento fisico

Baseado em estudo realizado por TANG et al. (2002), os tratamentos fisicos
avaliados foram ultra-turrax a 16.000 rpm e ultra-som a 120 W. Nos dois casos, variou-
se o tempo de acdo em 5, 10 e 15 min. Uma amostra controle, sem tratamento fisico,
foi também preparada. Os outros parametros utilizados nessa etapa foram aqueles que

proporcionaram um maior REP no item anteriormente descrito (2.2.2.3).

2.2.2.5 Avaliacdo do efeito da relagcdo enzima:substrato e da concentracdo da

mateéria-prima

Neste caso, trés valores foram testados para a relagdo matéria-prima:agua
(MP:H;0), de acordo com aqueles utilizados em outros estudos por diversos autores.
Os valores empregados foram de 1:3 p/v (WANG & WANG, 2001), 1:5 plv
(CAPOBIANGO et al., 2006a) e 1:10 p/v (SHAW & SHEU, 1992), para a melhor

condigdo encontrada no item 2.2.2.4. O efeito da relagdo E:S foi investigado no valor
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utilizado por CAPOBIANGO et al. (2006a), igual a 10:100 e em um inferior, E:S de

5:100, para todas as trés concentragbes da matéria-prima.

2.2.2.6 Determinacéo do rendimento da extracdo protéica

Para cada parametro estudado, o rendimento da extracdo protéica (REP) foi

determinado, conforme a Equacgéo 1:

[(AxB)- (CxD)]

(AxB)

REP = x100 (1)

sendo:

A = Teor de proteina na farinha de arroz.

B = Quantidade de farinha de arroz utilizada na extragao.
C = Peso de residuo obtido na extragéo.

D = Teor de proteina no residuo.

2.2.3 Anélise estatistica

Todos os experimentos foram feitos em trés repeticdes, no mesmo dia, e as
analises foram realizadas em triplicata. Utilizou-se a Analise de Variancia (ANOVA fator
unico) e o Teste de Duncan a 5% de probabilidade, para comparar o REP em relagéo
ao efeito dos parametros empregados na extracdo enzimatica das proteinas de farinha
de arroz (PIMENTEL-GOMES, 2000).

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 COMPOSICAO QUIMICA DA MATERIA-PRIMA

Os dados referentes a composi¢cao quimica da farinha comercial de arroz estao
apresentados na Tabela |.1. De uma forma geral, a composi¢cao centesimal da farinha

comercial de arroz assemelha-se aos resultados das analises do fornecedor da
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matéria-prima (FERLA, 2005)%, bem como aos dados citados na literatura. Algumas
diferengas encontradas podem ser explicadas pelo fato de que os fatores ambientais
afetam a composi¢cédo do grao de arroz. No caso das analises do fornecedor da matéria
prima, acredita-se que os métodos empregados na determinagao destes componentes
podem ter influenciado nos resultados obtidos, embora ndo tenham sido mencionados
na literatura consultada (JULIANO, 1993).

Observa-se que os valores encontrados para carboidratos sdo semelhantes aos
citados em bases de dados, como USDA (2006) e USP (2005), e aos relatados por
HAGENIMANA et al. (2006), MURTHY et al. (2007) e ILO et al. (1999). Quanto ao teor
de lipideos, estes ficaram proximos aqueles reportados por MURTHY et al. (2007) e
ILO et al. (1999), enquanto de cinzas, se aproximam de alguns, como os reportados
por ILO et al. (1999) e HAGENIMANA et al. (2006), sendo inferior aos demais.

Tabela .1 — Composic¢do quimica da farinha comercial de arroz

Umidade Proteina Lipideos Cinzas Carboidratos Calorias
(g/100g) (g/100 (g/100 (g/100 (g/100 g) (Kcal/100

¢)) ¢)) g) g)
Resultados 9,27 6,61° 0,82 0,42 82,88 365,3
encontrados’
FERLA 9,60 6,96* 0,90 0,60 81,94 363,7
(2005)
HAGENIMANA 12,40 6,714 0,41 0,39 80,10 -
et al. (2006)
MURTHY etal. 11,00 7,504 0,80 0,70 80,00 -
(2007)
ILO et al. - 8,13° 0,77 0,47 - -
(1999)
USDA 11,89 6,05° 1,42 0,61 80,13 366
(2006)
USP 11,60 6,90 4 1,10 0,70 79,70 354
(2005)

" Valores obtidos no presente trabalho. * Valores fornecidos pelo fornecedor da matéria-prima. ° Fator de
conversdo do teor de nitro%énio em proteina igual a 5,95. * Fator de convers3o do teor de nitrogénio em
proteina nao especificado. ® Fator de conversao do teor de nitrogénio em proteina igual a 6,25. ® Fator de
conversdo do teor de nitrogénio em proteina igual a 5,85.

2 FERLA L. Ferenczi Industria e Comércio Ltda. Laudo técnico de andlise de liberacdo N° 051/05, S&o
Paulo, 2005.



95

O teor de proteina observado no presente trabalho, esta proximo de
HAGENIMANA et al. (2006), USDA (2006) e USP (2005), sendo inferior ao de
MURTHY et al. (2007) e ILO et al. (1999). Pode-se justificar tal diferenga devido aos
fatores de conversao do teor de nitrogénio em proteina, que ndo foram os mesmos
usados no presente trabalho, bem como as condicbes de cultivo do arroz que
contribuem para aumentar o teor de proteina, como solo, clima e possivel aplicagao de

grandes quantidades de fertilizantes nitrogenados (JULIANO, 1993).

3.2 EFEITO DOS PARAMETROS NA EXTRACAO ENZIMATICA DAS PROTEINAS

3.2.1 Efeito do tipo de enzima

Para avaliar o efeito do tipo de enzima no REP, duas proteases foram testadas
nas suas condi¢gdes otimas de temperatura e pH. O método que usou a protease
alcalina obteve um REP (50,7%) significativamente superior aquele utilizando a
protease neutra (28,6%).

Nao foram encontrados na literatura, trabalhos em que se comparasse o efeito
do tipo de protease na extracdo direta das proteinas do arroz. No entanto, EUBER
et al. (1991), visando a obtengcdo de concentrado protéico soluvel de arroz, apds
tratamento prévio com uma alfa-amilase, utilizaram diversos tipos de proteases para
solubilizar/extrair a proteina do residuo obtido. Estes autores verificaram que, como
obtido no presente trabalho, a acdo de uma protease bacteriana alcalina foi mais
eficiente que a protease bacteriana neutra, obtendo valores de rendimento protéico
iguais a 47,0 e 33,5%, respectivamente.

A eficiéncia da acdo de uma protease alcalina em relagao a neutra na extracao
de proteinas do arroz deve estar relacionada ao meio alcalino utilizado, potencializando
dessa forma a extragdo das glutelinas, maior fragdo protéica da matéria-prima, e que &

relativamente soluvel em alcalis.

3.2.2 Efeito da temperatura

O método em que foi usada a protease alcalina foi escolhido para ser utilizado

nessa etapa, uma vez que proporcionou um maior REP. Foram, entdo, fixados os
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demais parametros de extracdo (relagcdo E:S de 10:100, pH 9,5, concentragado de
matéria-prima de 1:5 pl/v, tratamento fisico com ultra-turrax a 16.000 rpm/5 min),
variando apenas a temperatura utilizada.

Pode-se notar na Figura I.1, que a temperatura de 50 °C foi a mais vantajosa,
pois levou ao maior REP (53,5%), sendo que ndo houve diferenca significativa entre os
outros dois valores de temperatura testados (49,4% para 40 °C e 50,7% para 60 °C).
No caso de se usar a temperatura de 40 °C, o resultado inferior a 50 °C poderia ser
explicado pelo fato de que o aquecimento foi insuficiente para a extragao protéica.
Enquanto que o resultado obtido com o emprego da temperatura de 60 °C, pode estar
relacionado a proximidade da temperatura de gelatinizagdo do amido do arroz, que
esta na faixa de 61 — 77 °C (BOBBIO & BOBBIO, 1992). Neste processo, parte das
proteinas ligadas as moléculas de amido, poderia estar inacessivel a agdo da enzima.
Além disso, acima de 50°C, as proteinas comegam a sofrer desnaturagdo e a
solubilidade tende a diminuir (SGARBIERI, 1996).

Da mesma maneira, ANSHARULLAH & CHESTERMAN (1997), utilizando uma
combinacao de duas carboidrases, ao invés de proteases, na obteng¢ao de concentrado
protéico do arroz, observaram que a extragdo foi maior quando o processo foi
conduzido a temperatura de 50 °C, em relacédo ao usado a 40 °C, tendo obtido REP de

54,42 e 51,17 % em termos de nitrogénio extraido, respectivamente.

60,0 -

50,0 ~

40,0 ~

30,0 ~

20,0 ~

10,0 -

Rendimento de extragéo protéica (%)

N

0,0

50 °C
Temperatura

Figura I.1 — Efeito da temperatura no rendimento de extracdo protéica



57

CAPOBIANGO et al. (2006a) também observaram valor inferior do REP a
temperatura de 60 °C (81,2%) em relacédo ao de 55 °C (83,8%). Segundo esses
autores, esse efeito associando o emprego de temperatura inferior com um maior valor
de rendimento é desejavel, uma vez que proporciona a redugao de custos do processo.

Resultados semelhantes foram observados por outros autores. Assim, EUBER et
al. (1991), estudando o efeito da temperatura no REP, utilizaram a pancreatina para
solubilizar as proteinas do residuo de arroz obtido apds a extracdo do amido pela agao
de alfa-amilase. Os resultados mostraram que quanto maior a temperatura utilizada,
maior foi o REP (72,0% para 35 °C e 75,8% para 45 °C). Entretanto, ao se utilizar a
temperatura de 60 °C observou-se uma queda no REP (75,5% para 50 °C e 71,4%
para 60 °C).

3.2.3 Efeito do pH

Para avaliar o efeito do pH, a temperatura de 50 °C foi escolhida por ter
promovido um maior REP. Os outros parametros foram também fixados (protease
alcalina na relacdo E:S de 10:100, concentracdo de matéria-prima de 1:5 plv,
tratamento fisico com ultra-turrax a 16.000 rpm/5 min).

Na Figura 1.2 pode ser notado que o pH 11,0 foi o que deu origem ao maior REP
(63,6%), seguido do pH 10,5 (57,6%) e por ultimo, o pH 9,5 (53,5%). Embora o pH
6timo de atuagao da enzima seja igual a 9,5 (segundo informacao do fornecedor), o
emprego de um valor mais elevado pode ter provocado uma maior solubilizagdo da
fragdo glutelina, que corresponde a maior parte das proteinas do arroz, e que séo
relativamente soluveis em alcali, o que explica o valor mais elevado de REP. De acordo
com JU et al. (2001), estudos realizados por outros autores demonstraram que 98% de
extragdo da fragdo glutelina foi obtido em pH 11,8 e que em pH abaixo de 10,0, a
solubilidade dessa fragao reduz drasticamente.

BIZZOTTO et al. (2006b), buscando a otimizacdo do método de extragéo
alcalina para obtencao do extrato protéico bruto de arroz, relataram igualmente, que o
emprego de valor mais elevado de pH foi benéfico para o rendimento de extracgao,
sendo que no pH 12,0 extraiu-se 65% das proteinas e no pH 10, a extragdo atingiu
apenas 59%.

Observou-se, ainda, no presente estudo que durante a extragdo enzimatica,

ocorreu uma queda no valor do pH. Isto se deve a hidrdlise enzimatica de proteinas, na
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qual ocorre a quebra das ligagdes peptidicas e, conseqlientemente a liberagdo de
grupamentos terminais dos peptideos. Em solugbes aquosas, estes grupos se
encontram na forma ionizavel (COO™ + HY), e os prétons livres, neutralizam a
alcalinidade do meio (LEHNINGER et al., 1995; GUADIX et al., 2000).

No caso dos valores de pH de 10,5 e de 9,5, o pH final ficou bem préximo a
neutralidade, tendo atingido os valores de 7,4 + 0,1 e 6,7 + 0,2, respectivamente. Para
o pH de 11,0 a queda foi menor, tendo o pH final ficado em 8,2 + 0,2. Assim, embora
em pH 11,0 tenha se obtido um maior REP, esta condicdo apresenta como
desvantagem o fato de ser necessario proceder a neutralizagdo, o que levaria a
formagao de sal no produto final (FURLAN & OETTERER, 2002).

Esse fenbmeno do abaixamento do pH foi também constado por EUBER et al.
(1991) ao utilizar uma pancreatina, em pH 8,0, para solubilizar as proteinas do residuo
de arroz obtido apdés a extracdo do amido pela acdo de alfa-amilase. Os autores
relataram que ao final do processo o pH ficou entre 6,9 e 7,5. O mesmo foi relatado por
CAPOBIANGO et al. (2006a) ao observarem que, na extragdo enzimatica das proteinas
do fuba de milho, o pH final, inicialmente ajustado no valor de 9,5, situava-se em torno
de 7,0.
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Figura 1.2 — Efeito do pH no rendimento da extracdo protéica.
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3.2.4 Efeito do tratamento fisico

A avaliacdo desse parametro foi realizada fixando-se o pH em 10,5, uma vez
que neste valor obteve-se a melhor condigdo de extragao protéica. Desta forma, o
efeito do tratamento fisico no REP foi estudado fixando-se também os demais
parametros (protease alcalina na relagdo E:S de 10:100, concentracdo de matéria-
prima de 1:5 p/v, temperatura de 50 °C). O tratamento fisico foi estudado utilizando
ultra-turrax a16.000 rpm e ultra-som a 120 W , ambos por 5, 10 e 15 min, sendo que

em uma amostra nao foi aplicado qualquer tipo de tratamento fisico.

3.2.4.1 Efeito do tempo de tratamento

Como pode ser visto na Tabela 1.2, o tempo de tratamento nao influenciou o
REP. Assim, ao se comparar os extratos para os quais foram utilizados diferentes
tempos de acéo do ultra-turrax, observa-se que nao houve diferengas significativas nos
valores de REP, cujo valor médio foi de 57,6%. O mesmo ocorreu quando comparados
0s extratos para os quais empregou-se o ultra-som com tempos diferentes de acao,

tendo obtido o valor médio de 55,0%.

Tabela |.2 — Efeito do tratamento fisico no rendimento de extra¢cdo protéica

Tipo de Tratamento Tempo Rendimento de extragéo
(min) Protéica (%)
Sem tratamento - 60,32
5 57,6 °
Ultra-turrax 10 57,2°
15 58.1°
5 55,1 °
Ultra-som 10 54,9 °
15 551°

Os resultados representam a média das repeticdes. Médias indicadas por letras iguais ndo diferem entre
si a 5% de probabilidade pelo teste de Duncan.
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Resultados semelhantes (46,9% de rendimento) foram obtidos por WANG &
WANG (2004b), ao estudarem o efeito do tempo de agao do ultra-som para aumentar o
rendimento de extracdo do amido em farinha de arroz comercial, utilizando a uma
poténcia de 187W e tempos de 30 e 60 min. Os autores observaram nesse

experimento que o tempo de agao nao alterou o rendimento.

3.2.4.2 Efeito do tipo de tratamento

Para avaliar esse parametro, deve-se comparar os extratos em que se utilizaram
o ultra-turrax e o ultra-som no mesmo tempo de tratamento. Observa-se que, em todos
0S casos, os resultados obtidos com o ultra-turrax foram ligeiramente superiores que os
do ultra-som (Tabela 1.2).

TANG et al. (2002) também investigaram o efeito do tipo de tratamento fisico
sobre o rendimento de extragdo protéica do farelo desengordurado de arroz. Neste
caso, as diferencas observadas foram mais acentuadas do que as do presente estudo,
uma vez que o REP para o ultra-som foi de 26,3%, enquanto que para o liquidificador
de alta velocidade foi de 52,8%.

3.2.4.3 Comparacao: com e sem tratamento fisico

Comparando entre si os melhores resultados de REP, obtidos com tratamento
fisico (ultra-turrax) e sem tratamento, mantendo-se as demais condi¢bes constantes,
observa-se na Tabela .2 que o emprego do tratamento fisico ndo foi vantajoso, uma
vez que a amostra sem tratamento apresentou resultado significativamente superior
(60,3%) ao da amostra com tratamento (57,6%, em média).

Resultados semelhantes foram relatados por TANG et al. (2002), ao tratar o
farelo desengordurado de arroz com ultra-som. De acordo com os autores, este
tratamento ndo influenciou significativamente no REP. Por outro lado, também
investigaram o emprego de um liquidificador de alta velocidade com o objetivo de
aumentar a extracdo das proteinas, e verificaram que a extracido protéica sem
tratamento extraiu 48,4% das proteinas do farelo de arroz, enquanto que com a agao

do tratamento fisico, o rendimento aumentou para 52,8%.
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3.2.5 Efeito da relacdo enzima:substrato e da concentracdo da matéria-prima

Para avaliar esses parametros, a extragao protéica foi realizada sem tratamento
fisico, uma vez que este foi mais vantajoso para o REP. Os outros parametros
empregados foram fixados (protease alcalina, pH 10,5 e temperatura de 50 °C)
variando-se a relacao E:S e a concentragdao de matéria-prima.

Fixando as mesmas concentragdes de matéria-prima (1:3 p/v, 1:5 p/v e 1:10 p/v)
entre os extratos estudados, pode-se avaliar o efeito da relacdo E:S comparando os
extratos com valores E:S de 5:100 e 10:100. Verifica-se através da Tabela 1.3 que, para
todos os casos, o0 emprego de maior relagdo E:S foi mais vantajoso, pois levou ao
maior REP, tendo os valores variado de 43,7 para 47,9%, de 53,6 para 60,3% e de
57,8 para 63,4% nas concentracdoes de matéria-prima de 1:3, 1.5 e 1:10 plv,

respectivamente.

Tabela 1.3 — Efeito da concentracdo de matéria-prima e da relacéo
enzima:substrato no rendimento de extragdo protéica

Concentragdo de matéria-prima Rendimento de extragao
Relagao E:S
(p/v) Protéica (%)
5:100 43,7"
1:3
10:100 47,9 °
5:100 53,6 ¢
1:5
10:100 60,3 °
5:100 57,8 °
1:10
10:100 63,4 °

Relacdo E:S = relagdo enzima:substrato. Os resultados representam a média das repeticbes. Médias
indicadas por letras iguais nao diferem entre si a 5% de probabilidade pelo teste de Duncan.

ANSHARULLAH & CHESTERMAN (1997), relataram o mesmo efeito benéfico
relacionado ao aumento da E:S ao utilizar apenas uma das carboidrases testadas na
obtencéo do concentrado protéico de arroz. Assim, os autores utilizaram concentracoes
que variaram de 22,5 a 112,5 (unidades FBG), extraindo de 16,99 a 47,64% de

nitrogénio.
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EUBER et al. (1991) obtiveram resultados semelhantes ao estudar o efeito da
concentracédo da enzima no REP. Quando os autores dobraram a concentracao de
pancreatina (de 1 para 2%), houve um aumento de 71,2 para 75,5% no REP.

Para avaliar o efeito da concentragdo de matéria-prima no REP, devem ser
observados os extratos em que se utilizou a relacdo E:S de 10:100, visto que esta
proporcionou um maior REP quando comparada com a relagao E:S de 5:100.

Observa-se, na Tabela 1.3, que quanto menor a concentragdo da matéria-prima,
maior foi o REP, uma vez que os valores obtidos foram de 47,9, 60,3 e 63,4% nas
concentragbes de matéria-prima de 1:3, 1:5 e 1:10 p/v, respectivamente. Este resultado
poderia ser, pelo menos em parte, explicado pela maior mobilidade da enzima em um
meio mais diluido, o que facilitaria a sua acao. Ressalta-se, ainda, que nido foram
encontrados na literatura estudos abordando o efeito deste parametro sobre o REP em

produtos a base de arroz.

3.3 EFICIENCIA DA EXTRACAO ENZIMATICA DAS PROTEINAS

Os valores de REP obtidos no presente trabalho variaram de 28,6 a 63,6%,
sendo que, na grande maioria das condi¢cbes testadas, obteve-se um REP acima de
50%. O valor maximo para REP atingido ficou em torno de 63,5%, para os extratos em
que se empregou a protease alcalina a 50 °C, no pH 10,5 ou 11,0, sem ou com ultra-
turrax a 16.000 rpm/5 min, nas relagdées E:S de 10:100 e concentragdes de matéria-
prima de 1:10 ou 1:5 (p/v), respectivamente. Como pode ser visto nos relatos abaixo,
estes resultados estdo dentro da faixa dos valores reportados para a maioria dos
trabalhos encontrados na literatura, para o rendimento da extracdo enzimatica das
proteinas de arroz e de seus subprodutos (EUBER et al., 1991; ANSHARULLAH &
CHESTERMAN, 1997; TANG et al., 2002).

EUBER et al. (1991), ao desenvolverem um método enzimatico para produgéo
de concentrado protéico soluvel de arroz utilizaram, primeiramente, uma alfa-amilase
para solubilizar e isolar o amido para, em seguida, extrair enzimaticamente as
proteinas usando diferentes tipos de proteases. Esses autores obtiveram rendimentos
de extragao que variaram de 17 a 75,5% dependendo do tipo de protease empregada
(17% para papaina, 33,5% para protease bacteriana neutra, 47% para protease
bacteriana alcalina e 75,0% para pancreatina). Embora o uso da pancreatina tenha

proporcionado um rendimento mais elevado do que o do presente trabalho, o
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tratamento prévio com amilase elevaria os custos do processo, especialmente quando
adaptado para larga escala.

TANG et al. (2002) obtiveram um rendimento de extracédo protéica em torno de
53%, ao utilizarem uma protease de Aspergillus sp (Amano P), seguida de tratamento
fisico (liquidificador de alta velocidade) no farelo de arroz desengordurado.
ANSHARULLAH & CHESTERMAN (1997), aplicando carboidrases isoladas ou
combinadas, na extracdo de proteinas do farelo de arroz, também obtiveram
rendimentos que variaram de 25,94 a 57,89% em termos de nitrogénio extraido, dentro
da faixa da maioria dos valores aqui obtidos. Os resultados reportados por esses
autores reforcam que os rendimentos de extragdo protéica em produtos de arroz séo
relativamente inferiores quando comparados a outros cereais.

Em pesquisa visando a utilizacdo do fuba de milho como matéria-prima para a
producao de suplementos nutricionais diversos, CAPOBIANGO et al. (2006a) extrairam
enzimaticamente as proteinas usando a mesma protease alcalina empregada. Os
resultados reportados pelos autores foram superiores aos aqui encontrados, tendo o
rendimento de extracao variado de 71,5 a 86,8%.

A extragcdo incompleta das proteinas do arroz em relagéo as proteinas do fuba
de milho, provavelmente se deve a interferéncia da matriz (FISCHER et al., 2001). No
caso das proteinas do arroz, a presenca de ligagdes dissulfidicas e interagbes nao
covalentes entre as cadeias polipeptidicas e/ou cadeias polipeptidicas e outros
constituintes, como lipideos e carboidratos, contribui para a sua baixa solubilidade, o
que explicaria a dificuldade encontrada para a sua extragcdao (WANG et al., 2000). Com
relacdo a principal fragdo protéica do arroz, as glutelinas, pode-se, ainda acrescentar
que a exata razdo para a sua insolubilidade nao é bem conhecida. Entretanto, muitas
investigacbes sugerem que fatores, tais como a extensa agregacao protéica, a
presenca de pontes de dissulfeto e a glicosilagdo podem ser responsaveis pela sua
insolubilidade (HAMADA, 1997).

Quanto ao teor de proteinas do residuo obtido na extragao protéica, este variou
de 2,87 a 5,59 %. Nos demais relatos encontrados na literatura, os valores obtidos para
o teor de proteinas do residuo foram inferiores aos do presente trabalho. Assim,
LUMDUBWONG & SEIB (2000) e AGBOOLA et al. (2005), trabalhando com arroz em
grao e WANG & WANG (2004a) com farinha de arroz, obtiveram 0,50, 0,15 e 0,55% de
proteina em seus residuos, respectivamente. CAPOBIANGO et al. (2006a)
encontraram valores entre 1,2 e 2,3%, nos residuos obtidos apds a extragao enzimatica

das proteinas de fuba de milho. As diferencas encontradas estdo relacionadas as



64

variagbes de matéria-prima (tipo e forma em que se encontram), método de extragao e

enzima utilizada.

4 CONCLUSAO

O método enzimatico de extragao das proteinas da farinha comercial de arroz,
apresentou melhor performance ao se empregar a protease alcalina em relacéo a
neutra. O estudo do efeito de diversos parametros mostrou que o emprego do
tratamento fisico da amostra ndo foi vantajoso para o REP, enquanto que a acdo da
temperatura, do pH, da concentragdo da amostra e da relagdo E:S influenciaram de
forma variada no REP. O melhor resultado (63,4%) foi obtido ao se utilizar a
concentracao inicial de matéria prima a 1:10 (p/v), sem tratamento fisico, pH 10,5, com

a protease alcalina na relagao E:S de 10:100, a 50 °C.
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CAPITULO I

OBTENCAO DE HIDROLISADOS PROTEICOS DE FARINHA
DE ARROZ COM BAIXO TEOR DE FENILALANINA

RESUMO

Visando o preparo de farinha de arroz, com baixo teor de fenilalanina (Phe), para ser
introduzido na dieta de fenilcetonuricos, extraiu-se, inicialmente, as proteinas que
foram, posteriormente, hidrolisadas pela acao de diversas proteases. O carvao ativado
(CA) foi empregado como meio adsorvente e alguns parametros foram avaliados, tais
como, tipo de enzima, relagdo enzima:substrato (ES), relagao proteina:CA, tipo e modo
de emprego do CA. A eficiéncia da remocao foi avaliada por espectrofotometria
derivada segunda (EDS), determinando-se o teor de Phe livre na farinha de arroz e em
seus hidrolisados, apés tratamento com CA. O CA mostrou-se eficaz na remogao de
Phe, obtendo-se percentuais de remogédo acima de 70%, para a grande maioria das
amostras. Para os diversos parametros estudados, o melhor resultado foi encontrado
ao se empregar a papaina na relacao E:S de 4:100; relagao proteina:CA de 1:88; e o
emprego de trés tipos de CA, tendo atingido 94,1% de remogao e o teor final de Phe de
82,5 mg/100 g de hidrolisado.

Palavras-chave: Arroz; carvao; enzimas; fenilalanina; hidrolisados; proteinas.
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ABSTRACT

PREPARATION OF RICE FLOUR PROTEIN HYDROLYSATES WITH LOW
PHENYLALANINE CONTENT. With the aim of producing rice flour with low
phenylalanine (Phe) content to be introduced in phenylketonuric’s diet, the proteins
were first extracted and them hydrolysed by the action of several proteases. The
activated carbon (AC) was used as adsorbent and some parameters were evaluated,
such as enzyme type; enzyme:substrate ratio (E:S); protein:AC ratio; type and mode of
using AC. The efficiency of the removal was evaluated by second derivative
spectrophotometry (SDS), measuring the free Phe content in the rice flour and in their
hydrolysates after AC treatment. AC showed to be efficient for removing Phe, leading to
values above 70% for most of the samples. The effect of different parameters were
studied and the best result was found when papain was used in a E:S of 4:100;
protein:AC of 1:88; using the three types of AC, obtaining 94.1% of removal and a final
Phe content of 82.5 mg/100 g of hydrolysate.

Keywords: Rice; carbon; enzymes; phenylalanine; hydrolysates; protein.
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1 INTRODUCAO

A producdo de hidrolisados enzimaticos para formulagdes em nutricdo clinica
ganhou énfase nos anos 70, como resultado de pesquisas que demonstravam as
vantagens da absorc¢ao de di- e tripeptideos sobre os grandes peptideos ou proteinas
intactas (HENN & NETO, 1998).

A inclusao de hidrolisados protéicos em formulagcdes especificas € uma area que
vem crescendo ao longo dos ultimos anos. Essas formulagdes tém sido utilizadas em
paises desenvolvidos na fabricagao de alimentos especiais para diversos grupos, como
recém-nascidos prematuros, criangas com diarréia, gastroenterite e ma-absorgao.
Pacientes com desordens digestivas, de absorgdo e metabdlicas, com ma-nutricao
associada com cancer, trauma e encefalopatias hepaticas e idosos também tém,
igualmente, feito uso dessas formulagbes. Além disso, hidrolisados protéicos sao
preferencialmente consumidos por pessoas com alergia a determinadas proteinas,
visto que a redugao no tamanho dos peptideos esta relacionada com a diminuicdo da
imunogenicidade. Outra aplicacado destes hidrolisados relaciona-se ao seu uso na dieta
de pacientes que apresentam desordens no metabolismo de aminoacidos, como a
fenilcetonuria (FREITAS et al., 1993; FROKJAER, 1994; CLEMENTE, 2000; GUADIX
et al., 2000).

O interesse do laboratério de Bromatologia/Pesquisa da Faculdade de Farmacia
da UFMG em hidrolisados protéicos esta associado a preparacdo de suplementos
dietéticos para diversas finalidades. Neste sentido, diferentes fontes protéicas, enzimas
e condi¢cbes hidroliticas tém sido testadas a fim de se obter um perfil peptidico
apropriado do ponto de vista nutricional, ou seja, com elevado teor de oligopeptideos
(MORATO et al., 2000; CARREIRA et al., 2004; BARBOSA et al., 2004; DE MARCO
et al., 2005; LOPES et al., 2005a; MORAIS et al., 2005; SILVA et al., 2005a; SOARES
et al., 2006; DELVIVO et al., 2006; BIZZOTTO et al., 2006a, b).

A fenilcetonuria ou PKU, como €& mundialmente conhecida, € uma doenca
genética, causada por uma mutagdo no gene que codifica a enzima fenilalanina
hidroxilase, ativa no figado e responsavel pela transformagdao Phe em Tyr. A elevagao
de Phe no sangue, acima de 10 mg/dl, permite a passagem em quantidade excessiva
para o Sistema Nervoso Central, no qual o acumulo tem efeito téxico. O retardo mental
€ a mais importante sequela dessa doenga. O adequado aporte protéico nao é

conseguido pela alimentagdo convencional, sem que quantidades excessivas de Phe
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sejam ingeridas por esses pacientes. A introdu¢cdo de uma dieta reduzida em Phe na
alimentagdao da crianga, no primeiro més de vida, pode evitar significativamente o
retardo mental (MIRA & MARQUEZ, 2000; MALLOY-DINIZ et al., 2004, HAMMAN
et al., 2005; MONTEIRO & CANDIDO, 2006; WASSERSTEIN et al., 2006).

Os hidrolisados protéicos com teor reduzido de Phe séo preparados a partir da
acao de uma protease, que expde a Phe, permitindo sua remogado por um meio
adsorvente (LOPEZ-BAJONERO et al.,, 1991; OUTINEN et al., 1996; SHIMAMURA
et al., 1999). Diversos autores estudaram a produgao desses hidrolisados em escala
laboratorial, alguns em escala piloto (ARAI et al., 1986; ADACHI et al., 1991; LOPEZ-
BAJONERO et al., 1991; MOSZCZYNSKI & IDZIAK, 1993).

O CA e uma resina de adsorcao foram testados, anteriormente, no Laboratério
de Bromatologia/Pesquisa, tendo sido eficientes na remog¢do de Phe de hidrolisados
protéicos de fontes diversas e empregando condigcbes de hidrélises variadas
(DE MARCO et al., 2005; LOPES et al., 2005b; SILVA et al., 2005a, b; BIZZOTTO
et al., 2006a, b; CAPOBIANGO et al., 2006b; DELVIVO et al., 2005, 2006; SOARES
et al., 2006).

A quantificagdo do teor de Phe final pode ser feita por diferentes métodos,
destacando-se a espectrofotometria derivada segunda (EDS) (GRANT &
BHATTACHARYYA, 1985; ICHIKAWA & TERADA, 1977, 1979, 1981a, b; ROJAS et al.,
1998). A EDS tem sido utilizada, em diversos estudos realizados no Laboratorio de
Bromatologia/Pesquisa, para a quantificagdo de Phe em hidrolisados protéicos obtidos
pela acdo de varias proteases e fontes protéicas (SILVESTRE et al., 1993; DELVIVO
et al., 2005; DE MARCO et al., 2005; LOPES et al., 2005b; SILVA et al., 2005a, b;
BIZZOTTO et al., 2006a, b; CAPOBIANGO et al., 2006b; SOARES et al., 2006).

Levando-se em conta que o arroz (Oryza sativa L.) ndo s6 € considerado um dos
principais alimentos para a populagédo brasileira, mas também para a populagao de
varios outros paises, além de ser uma das mais importantes fontes de nutrientes
devido a seu consumo diario (HEINEMANN et al., 2005), seria importante remover
grande parte da Phe de suas proteinas, de maneira a permitir a sua irrestrita utilizagcao
na dieta de fenilcetonuricos.

O presente trabalho representa um passo relevante neste sentido, uma vez que
teve como objetivo otimizar a remog¢ao de Phe de hidrolisados protéicos da farinha de
arroz, verificando-se o efeito de diversos parametros neste processo, tais como, tipo de
enzima, relagdo enzima:substrato (E:S), relagao proteina:CA, tipo de CA e modo de

emprego do CA.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 MATERIAL

A farinha comercial de arroz (9,3% de umidade, 7,3% de proteina, 0,8% de
lipideos, 0,4% de cinzas e 83,0% de carboidratos) foi fornecida pela FERLA - L.
FERENCZI Industria e Comércio Ltda (Sdo Paulo, SP, Brasil). A protease de Bacillus
licheniformis (Protemax® 580 L) cedida pela Prozyn (Sdo Paulo, SP, Brasil) € uma
serina-endopeptidase (EC 3.4.21.14), atividade 580 KDU/g, pH o6timo de 9,5 e
temperatura 6tima de 60 °C>. A protease de Bacillus stearothermophilus (Corolase® TS)
(metalo-endopeptidase — EC 3.4.24.28, atividade 220 UHB/g, pH ¢6timo de 8 e
temperatura 6tima de 70 °C)*, a pancreatina (Corolase® PP) (complexo enzimatico
obtido do pancreas — 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)°, a papaina (Corolase®
L10) (cisteina-endopeptidase de origem vegetal da Carica papaya — EC 3.4.22.2,
atividade 850 UHB/g, pH 6timo entre 3 e 9, temperatura 6tima entre 50 e 70 °C ), a
protease do Bacillus subtilis (Corolase® N) (metalo-endopeptidase — EC 3.4.24.28,
atividade 600 UHB/g, pH 6timo entre 7 e 7,5, temperatura 6tima de 55 °C)4, a protease
do Bacillus subtilis (Corolase® 7089) (metalo-endopeptidase — EC 3.4.24.28, atividade
800 UHB/g, pH 6timo entre 7 e 7,5, temperatura 6tima de 55 °C)* e a protease do
Aspergillus sojae (Corolase® LAP) (amino-exopeptidase — EC 3.4.11.1, atividade
350 LAP/g, pH étimo entre 6 e 9, temperatura 6tima entre 55 e 70 °C) foram doadas
pela AB Enzymes Brasil Comercial Ltda (Barueri, SP, Brasil)*. 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 série Tyler) foi adquirido da Carbomafra S.A. (Curitiba, PR, Brasil). Os

demais reagentes foram de grau analitico.

* PROZYN. Especificagdes técnicas de enzimas. s.n., 2005. 2p

* AB ENZYMES. Corolase® TS: Description and Specification. Rev. Nr. 00. 2002, 2p.

> AB ENZYMES. Corolase® PP, Corolase® 7089, Corolase® LAP, Corolase® N: Description and
Specification. Rev. Nr. 02. 2001, 8p.

® AB ENZYMES. Corolase® L 10: Description and Specification. Rev. Nr. 03. 2003, 2p.
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2.2 METODOS

2.2.1 Extracdo das proteinas

Nesta etapa, foi utilizado o método de extragdo enzimatica das proteinas da
farinha de arroz desenvolvido no capitulo 1, que proporcionou as melhores condi¢des
de extragdo. Assim, a farinha de arroz foi suspensa em agua destilada na proporgao de
1:5 (p/v) e benzoato de sddio foi adicionado em uma quantidade tal para se obter uma
concentracéo final de 0,1% (p/v). Apés o ajuste do pH da suspensdo para 10,5,
utilizando uma solugdo de NaOH a 3 mol/L, esta foi levada a um banho de vaselina
liquida a 50 °C, sobre agitador magnético, com agitagcdo constante. Estabilizada a
temperatura da suspensdo, adicionou-se a enzima Protemax® 580 L (Bacillus
licheniformis) na relagdo enzima:substrato (E:S) de 1:10, e a extragdo enzimatica foi
realizada por 5 h. A suspensao foi, entao, resfriada até 25 °C e centrifugada por 15 min
a 1700 x g. O extrato protéico de farinha de arroz (EPFA) e o residuo foram recolhidos
separadamente. O residuo foi, entdo, lavado duas vezes com agua destilada,
repetindo-se a etapa de centrifugacao entre as lavagens e recolhendo sempre o EPFA
no mesmo recipiente. O EPFA e o residuo foram acondicionados em recipientes
hermeticamente fechados sob refrigeracdo, até o momento de analise.

Para se determinar os teores de Phe (LOPES et al.,, 2005b) e de proteina
(AOAC, 1995) do residuo, o mesmo foi submetido ao processo de liofilizagao
(Liofilizador Freezone, modelo 77500, Labconco, Kansas City, MI, USA).

2.2.2 Preparo dos hidrolisados

Foram preparados 17 hidrolisados enzimaticos, tendo sido variado os seguintes
parametros: tipo de enzima; relagdo enzima:substrato (E:S), relagdo proteina:CA e tipo
de CA (Tabela I1.1).

Inicialmente, 100 mL do EPFA foram colocados em um erlenmeyer e o pH foi
medido (7,4 + 0,1). O EPFA foi levado em banho de vaselina liquida a 50 °C, sobre
agitador magnético, com agitagado constante. Estabilizada a temperatura, a enzima foi
adicionada para se obter a relacdo E:S desejada (Tabela 1l.1). Apds 5 h, a reagao foi

interrompida por aquecimento em banho-maria a 80 °C, por 20 min.



71

Para as determinag¢des dos teores de Phe (LOPES et al., 2005b) e de proteina
(AOAC, 1995) nos hidrolisados, os mesmos foram submetidos ao processo de

liofilizagao (Liofilizador Freezone, modelo 77500, Labconco, Kansas City, MIl, EUA).

Tabela 1.1 — Parametros empregados no preparo dos hidrolisados protéicos da
farinha de arroz e na remocao de fenilalanina

Hidrolisados Hidrolise enzimética Remocéao de Phe
Protease E:S  Relacédo proteina:CA Tipo de CA

01 Papaina 4:100 1:88 A

02 Papaina 4:100 1:88 B

03 Papaina 4:100 1:88 C

04 Papaina 4:100 1:88 AeB
05 Papaina 4:100 1:88 AeC
06 Papaina 4:100 1:88 BeC
07 Papaina 4:100 1:88 A,BeC
08 Papaina 3:100 1:88 A, BeC
09 Papaina 2:100 1:88 A BeC
10 Papaina 1:100 1:88 A,BeC
11 Papaina 4:100 1:44 A,BeC
12 Papaina 4:100 1:22 A,BeC
13 B. stearothermophilus 4:100 1:88 A,BeC
14 B. subtilis (600UHB/q) 4:100 1.88 A,BeC
15 B. subitillis (840 UHB/g) 4:100 1:88 A,BeC
16 Pancreatina 4:100 1:88 A,BeC
17 A. sojae 4:100 1:88 A,BeC

E:S = Relagcdo enzima:substrato; CA = Carvdo ativado; Tipos de CA = A: 20x 50 mesh,
B: 12 x 25 mesh, e C: 6 x 12 mesh.

2.2.3 Remocéao de fenilalanina dos hidrolisados protéicos

A Phe foi removida dos hidrolisados protéicos de farinha de arroz pela utilizacao
do CA, como meio adsorvente. Foi empregado o procedimento de passagem por
coluna, descrito por SOARES et al. (2004a). Dois gramas de CA foram hidratados com

agua purificada por 10 min sob agitagcado constante e, em seguida, colocado em seringa
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descartavel de 10 mL contendo filtro de nylon com |& de vidro. Em seqiéncia, os
hidrolisados foram passados pela coluna e submetidos a pressdo (compressor
Diapump, Fanem, mod. 089-A, série BE11778, Sdo Paulo, SP, Brasil), tendo sido
recolhidos os eluatos. Alguns dos parametros empregados na remogao de Phe, estdo

apresentados na Tabela I1.1.

2.2.4 Avaliacéo da eficiéncia da remocéao de fenilalanina

A avaliacao da eficiéncia de remocgao de Phe, pelo CA, foi realizada pela medida
do teor de Phe livre, na farinha de arroz e seus hidrolisados, apds tratamento com CA,
empregando-se a espectrofotometria derivada segunda (LOPES et al., 2005b). As
amostras foram submetidas a hidrolise acida (HCI a 5,7 mol/L, 110 °C, 24 h) e, apds
ajuste do pH para 6,0, com solugdo de fosfato de sddio bibasico
(1 mol/L), foram submetidas as leituras de absorvancia na faixa de 250 a 280 nm.
Foram tragcados os espectros de derivada segunda (Espectrofotdmetro CECIL modelo
CE2041, Buck Scientific, Hanslope, Inglaterra) e a area do terceiro pico negativo foi
usada para calcular a quantidade de Phe presente nas amostras, empregando-se a
curva padrao. O software GRAMS-UV (Galactic Industries Corporation, Salem, EUA) foi
utilizado para tragar os espectros da derivada segunda.

Para a curva padrdo, solucdes estoques de Phe (6,05 x 10™ mol/L), Tyr
(5,52 x 10 mol/L) e Trp (4,90 x 10 mol/L) foram preparadas em tampao fosfato de
sédio a 0,01 mol/L (pH 6,0). Em seguida, 10 mL de cada uma destas solug¢des foram
misturados e a solucdo obtida foi diluida, sucessivamente, de maneira a se obter
concentragdes de Phe variando de 0,067 a 2,018 x 10™* mol/L.

A eficiéncia da remocgao de Phe foi calculada de acordo com a equacéo (1):

[A - (BxC/D)]

% Remocao de Phe = x100 (1)

sendo,

A = Teor de Phe na farinha de arroz.

B = Teor de Phe no hidrolisado protéico, apds tratamento com CA.
C = Teor de proteina na farinha de arroz.

D = Teor de proteina no hidrolisado protéico.
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2.2.5 Efeito de alguns parametros sobre a remocéao de fenilalanina

O efeito do tipo de enzima foi testado empregando-se quatro diferentes
proteases de microorganismos, uma pancreatina e uma papaina (Tabela I.1). Para o
estudo da influéncia da relagao E:S foram testados os valores de 4:100, 3:100, 2:100 e
1:100. O efeito da relagao proteina:CA foi estudado nas seguintes proporgdes 1:88,
1:44 e 1:22. Finalmente, estudou-se para relagao proteina:CA de 1:88, o efeito do tipo
de CA e do modo de emprego do CA. Assim, cada tipo de CA foi empregado da
seguinte maneira: isoladamente (A ou B ou C), em associagado dois a dois (A e B; A e
C; B e C) e em associagcdo com os trés tipos (A, B e C), mantendo a mesma
quantidade total de CA (2g). Para a montagem da coluna contendo mais de um tipo de

CA, colocou-se na parte superior o0 de maior granulometria.

2.2.6 Anélise estatistica

Todos os experimentos foram feitos em 3 repeticbes, no mesmo dia, e as
analises realizadas em ftriplicata. Utilizou-se a Analise de Variancia (ANOVA fator
unico) e o Teste de Duncan a 5 % de probabilidade, para comparar entre si os teores
finais de Phe nos hidrolisados apés tratamento com CA. A mesma analise foi
empregada para comparar, separadamente, o efeito dos parametros utilizados na
remocgao de fenilalanina. Nao tendo sido observada nenhuma diferenga na estatistica
das duas analises realizadas, optou-se por utilizar apenas a analise estatistica dos
dados consolidados. A curva padréo foi obtida por analise de regressao (PIMENTEL-
GOMES, 2000).

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 EFICIENCIA DA REMOCAO DE FENILALANINA

Na Tabela 1.2, estdo apresentados os resultados obtidos para a remogao de
Phe dos diferentes hidrolisados protéicos da farinha comercial de arroz. Os valores

estdo apresentados em termos de porcentagem de remogéo de Phe e em teor final de
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Phe (mg Phe/100 g de HPFA), sendo esta ultima forma a mais apropriada para os
calculos de adequacao das prescrigdes dietéticas de substitutos protéicos destinados a
fenilcetonuricos, além de atender a regulamentagao técnica que normatiza a rotulagem
nutricional de alimentos (ANVISA, 2003). O teor de Phe na farinha de arroz foi de

283,1 mg Phe/100 g (com 6,61% de proteina).

Tabela 1.2 — Percentual de remocéao e teor final de fenilalanina dos hidrolisados
protéicos de farinha de arroz.

Hidrolisados Remocéao de Phe Teor final de Phe
(%) (mg Phe/100 g de HPFA)*

01 82,6 ¢ 2432 ™
02 73,0" 377,3"
03 25,7° 1038,4 2
04 86,1 ° 194,3°
05 76,8 9 3242

06 63,8 ™ 505,9 ¢
07 94,12 82,51

08 90,7 ° 130,0°
09 71,71 395,59
10 62,7 " 521,3°
11 78,41 301,9'

12 44,0° 782,6°°
13 66,1 473,8 ¢
14 76,39 331,2°

15 79,2° 290,7'

16 69,11 431,8°
17 85,1 ¢ 208,2 "

HPFA = Hidrolisado protéico de farinha de arroz. ' Teor de Phe, em matéria imida, nos hidrolisados,
apos liofilizagdo. Os valores referem-se ao teor de Phe, em matéria Umida, nos hidrolisados, apds
liofilizagdo. Os resultados representam meédias das repeticdes. Médias indicadas por letras iguais, na
mesma coluna, nao diferem entre si a 5% de probabilidade pelo teste de Duncan.

Como pode ser observado na Tabela 1.2, o uso do CA mostrou-se eficaz na
remocao de Phe dos hidrolisados protéicos de farinha de arroz, tendo o percentual de
remocgao variado de 25,7 a 94,1%, e o teor final de Phe de 82,5 a 1038,4 mg Phe/100 g

de HPFA, dependendo dos parametros empregados. Estes seriam os teores de Phe
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numa formulacao dietética contendo apenas hidrolisados protéicos de farinha de arroz.
Neste caso, o HPFA 07 (82,5 mg Phe/100 g de HPFA) poderia ser utilizado, uma vez
qgue o seu teor de Phe estaria dentro do limite permitido pela legislac&o brasileira, que &
de 100 mg Phe/100 g de produto (BRASIL, 2002).

Considerando que os suplementos nutricionais, de uma maneira geral, contém
15% de proteina (dieta hipercalérica com 1,5 kcal/mL e elevado teor protéico), que
poderiam ser fornecidas pelos hidrolisados protéicos de farinha de arroz liofilizados, o
teor de Phe cairia para 37,9 a 477,3 mg/100 g de produto. Neste caso, os hidrolisados
04, 07, 08 e 17 poderiam representar a base protéica destes suplementos nutricionais,
uma vez que as formulagdes preparadas com estes hidrolisados apresentaram teores
de Phe de 89,3, 37,9, 59,7 e 95,7 mg/100 g de produto, respectivamente, valores estes
situados dentro do limite maximo fixado pela legislacéo brasileira (BRASIL, 2002).

Quando o interesse for o de reconstituir a farinha de arroz, a partir da mistura de
um hidrolisado protéico com baixo teor de Phe com o residuo (amido) obtido da
extracdo protéica, deve-se levar em consideracdo a composicdo da farinha de arroz
(USP, 2006), a fim de reproduzir o mais proximo possivel suas caracteristicas quimicas
e nutricionais. Sendo assim, deve-se considerar também, os teores de proteina e de
Phe que foram de 2,87 g/100 g e 122,9 mg Phe/100 g no residuo de extracao protéica
e 32,63 g/100 g e 82,5 mg Phe/100 g no HPFA 07 (hidrolisado com menor teor de Phe
dentre os obtidos), respectivamente, apds serem submetidos ao processo de
liofilizagdo. Levando-se em conta que o teor maximo de Phe permitido pela legislagao
brasileira para pacientes fenilcetonuricos é de 0,1 g por 100 g de produto (BRASIL,
2002), sugere-se para reconstituicdo de 100 g de farinha de arroz, a utilizagédo de 70 g
do residuo (amido) da extragao protéica, contribuindo neste caso com um valor protéico
de 2,01 g/100 g e um teor de Phe de 86,0 mg Phe/100 g. A este residuo, poderiam ser
incorporados 15 g do HPFA 07 (teor protéico de 4,89 g/100 g e teor de Phe de
12,4 mg/100 g), para nao ultrapassar o limite permitido de Phe, obtendo-se, assim,
6,9 g/100 g de proteinas, valor este que se encontra proximo aos teores de proteina na
farinha de arroz de acordo com os reportados pela USP (2005) e um teor de Phe de
98,4 mg/100 g do produto final. Para complementar os outros constituintes da farinha
de arroz, propde-se a adi¢cao de lipideos, fibras, minerais e vitaminas em quantidades
proximas as reportadas pela tabela da USP (2005), cujos valores sao iguais a 0,8, 0,5,
0,4 e 0,01%, respectivamente. Por fim, para complementar os 100 g da formulagao,

poderia ser adicionado o amido modificado.
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Deve-se ressaltar que a presenca de uma certa quantidade de Phe no produto
final para fenilcetonuricos € desejavel do ponto de vista nutricional uma vez que, por
ser um aminoacido essencial, a Phe é fundamental para o crescimento normal de
criangas. Além disso, as condi¢gdes operacionais necessarias para atingir cerca de
100% de remocédo de Phe, aumentariam demasiadamente os custos do processo
(LOPES et al., 2005b; SOARES et al., 2006).

Em estudos realizados no laboratério de Bromatologia/Pesquisa da UFMG, o CA
foi utilizado com eficiéncia para a remocgao de Phe de hidrolisados enzimaticos de leite
em po6 desnatado (93,6 a 99%) (SOARES et al., 2004a; LOPES et al., 2005b), de soro
de leite em pd (75 a 99 %) (DE MARCO et al., 2005; DELVIVO et al., 2005, 2006;
SILVA et al., 2005a), de arroz (85 a 100%) (BIZZOTTO et al., 2006a,b) e de fuba de
milho (68,63 a 97,55%) (CAPOBIANGO et al., 2006b). Nestes estudos, foram utilizadas
diferentes enzimas e condi¢bes hidroliticas, além de ter sido empregado apenas um
tipo de CA de menor granulometria (20 x 60 mesh), com exce¢cao de CAPOBIANGO
et al. (2006b), que utilizaram os mesmo tipos de CA (A, B e C) utilizados neste
trabalho, isolados ou em associagcéo e BIZZOTTO et al. (2006a,b) que utilizaram o
mesmo carvao tipo A, isoladamente. Apesar das variagdes nas condi¢des utilizadas, os
resultados aqui encontrados foram semelhantes aos dos citados acima, exceto para os
hidrolisados 03 e 12, cujas remogbes de Phe foram de apenas 25,7 e 44,0%,
respectivamente.

Outros autores também relataram niveis de remogdo de Phe préximos aos
obtidos no presente trabalho para os hidrolisados 07 e 08. Assim, LOPEZ-BAJONERO
et al. (1991) removeram 92% de Phe de hidrolisados protéicos de leite em po
desnatado e caseinato de sodio obtidos pela agdo de uma 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 & IDZIAK (1993)
removeram, através do CA, 89,5% de Phe de hidrolisados de caseina. Por outro lado,
COGAN et al. (1981) alcangaram uma remocéo de Phe de 36%, em hidrolisados de
caseina preparados pela acdo da enzima Rhozima 62 (Rhom and Hass), valor este,

que esta mais proximo dos hidrolisados 03 e 12 aqui obtidos.
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3.2 EFEITO DE ALGUNS PARAMETROS SOBRE A REMOCAO DE FENILALANINA

3.2.1 Efeito do tipo de enzima

Para a avaliagao do efeito do tipo de enzima, foram comparados os hidrolisados
07, 13, 14, 15, 16 e 17. Na Tabela 1.2, pode ser notado que o0 uso da papaina
(HPFA 07) proporcionou o maior percentual de remogéo de Phe (94,1%) e, portanto, o
menor teor de Phe final (82,5 mg Phe/100 g de HPFA), enquanto que a protease de
B. stearothermophilus (HPFA 13) promoveu a menor remogao de Phe (66,1%) e,
portanto, o maior teor final de 477,3 mg Phe/100 g de HPFA. Este melhor desempenho
da papaina poderia ser explicado, pelo menos em parte, pelo fato de que as condicdes
empregadas no preparo dos hidrolisados protéicos (pH 7,4 + 0,1) estdo dentro de suas
faixas de pH (3 — 9) e temperatura (50 — 70 °C) étimos, ao contrario do que aconteceu
para as demais enzimas, para as quais o pH (B. stearothermophilus — pH 6timo = 8
e pancreatina — pH 6timo = 9) ou a temperatura (A. sojae — temperatura 6tima = 55 a
70 °C, B. stearothermophilus — temperatura 6tima = 70 °C e B. subtilis — temperatura
6tima = 55°C) utilizados, nao correspondem aos seus valores 6timos.

Quanto ao emprego do mesmo tipo de enzima (B. subtilis), apresentando,
entretanto, atividades enzimaticas distintas (Hidrolisados 14 e 15), observa-se na
Tabela [1.2 que a remocdo de Phe foi maior para aquela com maior atividade
(HPFA 15). Isto ja era esperado, uma vez que uma maior atividade enzimatica pode
levar a uma maior exposi¢cao de Phe o que facilitaria a sua posterior remogao pelo CA.

Em estudo realizado no laboratério de Bromatologia/Pesquisa, SOARES et al.
(2004a), também avaliaram o efeito do tipo de enzima na remog¢do de Phe em
hidrolisados protéicos de leite em pd pelo emprego do CA. Ao utilizar a papaina
(BIOBRAS) e pepsina (Sigma-Aldrich), esses autores ndo encontraram diferencas
estatisticas nos percentuais de remocao de Phe, que foram de 97,6 e 97,1%,
respectivamente.

Nao foram encontrados na literatura dados de outros autores relacionando o tipo

de enzima com a remocéao de Phe de hidrolisados protéicos.
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3.2.2 Efeito da relacdo enzima:substrato

Visando manter constantes os demais parametros, para se avaliar o efeito da
relacdo E:S sobre a remocdo de Phe, foram comparados entre si, os seguintes
hidrolisados: HPFA 07 (E:S = 4:100), HPFA 08 (E:S = 3:100), HPFA 09 (E:S = 2:100) e
HPFA 10 (E:S = 1:100). Pode-se observar na Tabela 1.2 que quanto maior a relagao
E:S utilizada (4:100), maior foi também a remocgé&o de Phe (94,1%).

Resultados semelhantes aos citados acima foram obtidos, anteriormente, em
estudos com cereais realizados no Laboratério de Bromatologia/Pesquisa. Assim,
BIZZOTTO et al. (2006a) trabalhando com arroz em grdos € com uma pancreatina
(Corolase® PP, AB Enzymes), mostraram que o emprego da relacdo E:S de 2:100
levou a uma remocgéo de Phe (99%) bem superior da que foi obtida para uma E:S de
1:100 (90%). O mesmo foi observado por CAPOBIANGO et al. (2006b), que estudaram
esse parametro em hidrolisados protéicos obtidos a partir do fuba de milho utilizando
também uma pancreatina (Corolase® PP, AB Enzymes). Esses autores relataram que o
percentual de remocao foi de 68,72% e de 82,52% quando se utilizou uma relacao E:S
de 1:100 e de 2:100, respectivamente.

Além dos cereais, outras fontes protéicas foram estudadas anteriormente no
Laboratério de Bromatologia/Pesquisa, tais como leite em p6 desnatado e soro de leite
em po. Diversas enzimas e condicdes de hidrolise protéica foram testadas nestes
trabalhos, e os valores reportados foram bastante variados sendo que, em alguns
casos, o emprego de maior relagdo E:S levou a uma maior remogao de Phe como
aconteceu no presente trabalho. Entretanto, em outros casos, este tratamento foi
prejudicial ou n&do afetou a remogao de Phe (SOARES et al., 2004a; DELVIVO et al.,
2005, 2006; DE MARCO et al., 2005; LOPES et al., 2005b; SILVA et al., 2005a).

O conjunto destes resultados demonstra que, apesar de se esperar,
teoricamente, que uma maior relagdo E:S leve a um maior grau de hidrdlise e,
consequentemente, a uma maior exposicao de Phe e a um menor teor final de Phe, na
pratica, esse procedimento € bem mais complexo do que o esperado e depende de
outros fatores, tais como tipo e concentracdo de enzima e substrato, pH, tempo e
temperatura da reacgao hidrolitica.

N&o foram encontrados na literatura trabalhos de outros autores estudando o

efeito da relacao E:S sobre a remocéo de Phe de hidrolisados protéicos de arroz.
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3.2.3 Efeito da relacao proteina:CA

A avaliacdo do efeito da proteina:CA sobre a remogao de Phe foi realizada
comparando-se entre si, os hidrolisados 07 (proteina:CA = 1:88), 11 (proteina:CA =
1:44) e 12 (proteina:CA = 1:22). Pode-se observar na Tabela Il.2 que, quanto menor a
relacdo proteina:CA (maior quantidade de carvao) utilizada, maior foi o percentual de
remocédo de Phe, sendo os valores obtidos de 94,1% (1:88), 78,4% (1:44) e
44,0% (1:22).

De todos os trabalhos encontrados na literatura, apenas dois, desenvolvidos no
laboratdrio de Bromatologia/Pesquisa, avaliaram o efeito da relagao proteina:CA sobre
a remocgao de Phe. Assim, resultados semelhantes ao do presente trabalho foram
relatados por CAPOBIANGO et al. (2006b), ao utilizar uma pancreatina (Corolase® PP,
AB Enzymes) para o preparo de hidrolisados protéicos a partir do fuba de milho. Estes
autores observaram que o emprego da relagao de 1:88,5, 1:16 e 1:8, levou a remogao
de Phe da ordem de 84,0, 62,4 € 54,1%, respectivamente. No entanto, SOARES et al.
(2004a) observaram que, ao se utilizar as relagbes de 1:118, 1:90 e 1:60 em
hidrolisados de leite em pd preparados pela agdo de duas proteases (Aspergillus
oryzae, tipo XXIIl, Sigma-Aldrich, e papaina, BIOBRAS), ndo houve diferenga
significativa nos seus resultados, com uma média de remog&o de Phe de 97%.

3.2.4 Efeito do tipo e modo de emprego do carvao ativado

O efeito do tipo de CA pode ser melhor avaliado na Tabela I1.3. Comparando-se
os hidrolisados 01, 02 e 03, nos quais foram utilizados os trés tipos de CA
isoladamente, nota-se que quanto menor a granulometria do CA, maior foi a remogao
de Phe, sendo os valores obtidos de 82,6% (tipo A), 73,0% (tipo B) e 25,7% (tipo C).
Este resultado poderia ser explicado pelo fato de que o emprego de granulos menores
propiciaria uma maior superficie de contato entre o CA e as amostras, além de
aumentar o tempo de contato, pois a velocidade de passagem dos hidrolisados pela

coluna de CA é retardada.
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Tabela 1.3 — Efeito do tipo e do modo de emprego de carvao ativado sobre a
remocao de fenilalanina

. . ) Remocao de Phe Teor final de Phe
Hidrolisados Tipo de CA
(%) (mg Phe/100 g de HPFA)

01 A 82.6° 2432 °©
02 B 73,0°¢ 377,3°¢
03 C 2579 1038,4 2
04 AeB 86,1° 194,3F
05 AeC 76,8 ¢ 324,24
06 BeC 63,8 " 505,9 °
07 A BeC 94,12 82,59

HPFA = Hidrolisado protéico de farinha de arroz; CA = Carvao Ativado; Tipos de CA = A: 20x 50 mesh,
B: 12 x 25 mesh, C: 6 x 12 mesh. Os resultados representam médias das repeticdes. Médias indicadas
por letras iguais, na mesma coluna, nao diferem entre si a 5% de probabilidade pelo teste de Duncan.

Para a associacao de 2 tipos de CA na coluna, observa-se na Tabela 1.3 que a
que empregou o tipo A com o tipo B foi a mais vantajosa, tendo levado a maior
remocgao de Phe (86,1%) do que a do tipo A com o tipo C (76,8%) e a do tipo B com o
tipo C (63,8%). Comparando-se o melhor resultado desta associagdo (A e B) com o
obtido para a associacao dos 3 tipos de CA (A, B e C), fica evidente a vantagem deste
ultimo sistema, pois levou a uma remogao de Phe de 94,1%. Além disso, comparando-
se este melhor resultado das associagdes estudadas com o melhor obtido ao se
empregar isoladamente apenas um tipo de CA (tipo A = 82,6%), pode-se concluir que o
modo mais vantajoso de emprego do CA consiste na associagcado dos 3 tipos na coluna
(A,BeC).

Em trabalho realizado, anteriormente, no laboratério de Bromatologia/Pesquisa,
CAPOBIANGO et al. (2006b), ao utilizarem condi¢gbes experimentais semelhantes as
do presente trabalho (relagédo E:S = 4%; temperatura de hidrélise = 50 °C; acado do
calor para interromper a hidrdlise e relagéo proteina:CA = 1:88,5), também relataram
que o menor teor de Phe (149,27 mg/100 g) foi observado ao se empregar a
associagao dos 3 tipos de CA (A, B e C) em hidrolisados protéicos de fuba de milho.
Por outro lado, estes autores ndo observaram diferencas significativas entre os

resultados obtidos ao se empregar o tipo A isoladamente e a associagédo de A com B.
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Deve-se ressaltar que, apesar do emprego de apenas um tipo de carvao ser
economicamente mais viavel, o uso da associacdo dos 3 tipos de CA é a que deve
apresentar melhor performance pratica, no caso de produgédo em larga escala, uma vez

que reduziria a pressao em uma coluna de grande porte.

4 CONCLUSAO

Empregando-se varias proteases para a hidrolise das proteinas da farinha de
arroz, e o CA como meio adsorvente, foi possivel obter hidrolisado protéico com baixo
teor de Phe (82,5 mg Phe/100 g), que poderia ser utilizado na reconstituicdo da farinha
de arroz permitindo a sua introducdo na dieta de fenilcetonuricos. O melhor resultado
obtido foi o que se utilizou a papaina na relagao E:S de 4:100; relagcéo proteina:CA de

1:88; e 0 emprego de trés tipos de CA; tendo atingido 94,1% de remocgé&o de Phe.
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CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

As condigdes do método enzimatico empregadas na primeira etapa deste estudo
permitiram extrair, em sua grande maioria, mais de 50% das proteinas da farinha de
arroz. Embora em estudo realizado, anteriormente, no Laboratério de
Bromatologia/Pesquisa, tenha se conseguido extrair aproximadamente 85% das
proteinas de arroz em gréaos através do método quimico, o método enzimatico se torna
vantajoso sob o ponto de vista de seguranca alimentar, uma vez que a utilizagdo de
enzimas permite o emprego de condi¢gdes mais brandas de pH e temperatura, tendo
em vista que estes parametros sao responsaveis pela formagcdo de componentes
indesejaveis com potencial toxicidade, além de perda nutricional. Sugere-se a
realizacao de estudos que envolvam a utilizacdo deste método em escala piloto, com o
objetivo de se avaliar a sua aplicagao industrial.

A melhor condi¢ao de extragcao enzimatica testada foi aquela em que se utilizou
a concentragao inicial de matéria prima a 1:10 (p/v), sem tratamento fisico, pH 10,5,
com a protease alcalina (Bacillus licheniformis) na relacédo E:S de 10:100, a 50 °C;
tendo extraido 63,4% das proteinas da farinha de arroz. Contudo, o residuo de
extracdo protéica, ainda apresentou um teor de proteina relativamente alto (2,87%),
para que se possa ser utilizado em sua totalidade na reconstituicdo do arroz com baixo
teor de Phe. Desta forma, propde-se otimizar a extracdo das proteinas de maneira a
reduzir, ao maximo, o teor protéico do residuo.

Dando continuidade ao estudo de extracdo enzimatica de proteinas, novas
pesquisas podem, ainda, ser realizadas empregando-se outras fontes protéicas. Além
disso, outras proteases, isoladas ou em associagédo, podem, igualmente, ser estudas
com o objetivo de aumentar o rendimento de extragdo e diminuir os custos do
processo.

Na segunda etapa deste trabalho, o CA mostrou ser um meio eficaz para a
remocao de Phe de hidrolisados de farinha de arroz, obtidos pela agao de diversas
proteases, tendo atingido 94,1% de remocgé&o. Entretanto, a quantidade necessaria para
obter essa remocdo foi muito elevada. Sendo assim, seria de grande interesse
econdmico, a realizacdo de um estudo sobre a recuperacao e reutilizacao do CA. Além
disso, o emprego de outros meios adsorventes podem ser testados para remogao de

Phe, visando a reduc¢ao dos custos do processo.
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Durante a remocao de Phe pelo CA, os outros aminoacidos aromaticos, tirosina
(Tyr) e triptofano (Trp), também podem ser removidos. Propde-se, primeiramente, que
estas perdas sejam quantificadas, para que, posteriormente, pesquisas sejam
realizadas para minimizar tais perdas ou que seja reincorporada ao produto final, a
quantidade perdida. Propde-se a realizagdo do aminograma desses hidrolisados, para
verificar possiveis perdas de outros aminoacidos, assim como para avaliar, com mais
detalhe, o valor nutricional dessas preparagoes.

Sugere-se, também, a analise do perfil péptico dos hidrolisados obtidos dos
extratos protéicos, empregando-se os métodos de SE-HPLC e ACF desenvolvidos por
SILVESTRE et al (19944, b), para se avaliar o teor de oligopeptideos, importante para
a qualidade nutricional destas preparagoes.

Dentre as condicbes testadas para a remocgao de Phe nos hidrolisados, o melhor
resultado foi obtido ao se empregar a papaina na relagcdo E:S de 4:100; relagao
proteina:CA de 1:88; e o emprego de trés tipos de CA, tendo atingido 94,1% de
remocao e o teor final de Phe de 82,5 mg/100 g de hidrolisado. Uma vez que este
hidrolisado apresenta um teor de Phe dentro do limite maximo fixado pela legislagao
brasileira (100 mg/100 g de produto), sugere-se uma avaliagao sensorial deste produto,
a fim de que o mesmo possa ser utilizado como ingrediente de uma bebida nutritiva a
base de farinha de arroz, podendo futuramente, ser disponibilizado no mercado.

Tendo como finalidade a reconstituicdo da farinha de arroz, a partir da mistura
de um hidrolisado protéico com baixo teor de Phe com o residuo (amido) obtido da
extragdo protéica, propde-se que seja estudada a viabilidade de se liofilizar esta
mistura a fim de se obter uma farinha de arroz com baixo teor de Phe. Propde-se,
também, um estudo de suas propriedades reoldgicas a fim de que a mesma possa ser

utilizada em produtos de panificagao.
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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