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RESUMO 11|

RESUMO

Hidrolisados enzimaticos e aminoéacidos livres tém sido reportados como
fontes adequadas de proteina para o tratamento clinico de pacientes que por
diversas razdes, ndo conseguem digerir a proteina intacta. Os hidrolisados
enzimaticos tém sido preferidos por fornecer peptideos de composi¢cdo bem
definida, promovendo uma absorg&o mais efetiva pelo organismo. Isto se deve
ao fato de que di e tripeptideos podem ser diretamente absorvidos por sistemas
independentes daqueles usados pelos aminoacidos, e a taxa maxima de
captagdo na absorgéo de di e tripeptideocs é maior do que a dos aminoacidos
livres. As proteinas do leite, soja e peixe s@o as mais utilizadas, devido ao alto
valor nutricional, disponibilidade comercial e custo moderado. Em nosso trabalho,
caracterizamos seis hidrolisados enzimaticos de “minced” sob o ponto de vista
quimico, fisico-quimico e nutricional, visando atender grupos populacionais que
necessitem de uma alimentagdo especial. A composi¢cdo quimica (proteina,
lipides, umidade e o contetdo de residuo mineral) e o perfil de aminoacidos dos
hidrolisados foram determinados. A caracterizagdo do peso molecular destes
hidrolisados protéicos foi realizada por ultrafitragdo em membranas de exclus&o
molecular de 30, 10 e 3Kd. Os seis hidrolisados apresentaram um rendimento
variando entre 63,4 e 94,2%, dependendo do sistema enzimatico utilizado. Os
hidrolisados liofilizados continham teores protéicos semelhantes entre si, em
média 74,2% e um teor lipidico muito reduzido, da ordem de 1,2%. Todos os
hidrolisados apresentaram uma composi¢cdo em aminoéacidos semelhantes entre
si e que atende as recomendagdes da FAO 1991, para criangas entre 3 e 8 anos
e para adultos. Os hidrolisados 1 (pepsina 1:10.000/bromelina) e 4 (pepsina
1:10.000/Aspergillus oryzae) s&o indicados para o tratamento de pacientes com
encefalopatia hepatica, pois apresentaram uma relagdo de Fischer elevada de
3:1. O processo de ultrafiltragdo mostrou ser um método de baixo custo e
eficiente para separar as fragbes peptidicas com diferentes pesos moleculares e
pouco interferiu na distribuicdo dos aminoécidos. No hidrolisado 5 (pepsina
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RESUMO v

1:60.000/Streptomyces griseus), a fraggdo com peso molecular menor que 3 KDa,
apresentou uma porcentagem elevada (57%) de peptideos com baixo peso
molecular, podendo ser utilizada no tratamento de pacientes com alergias
alimentares. Esta mesma fragdo apresentou uma elevada concentragdo de
fenilalanina livre, sugerindo o emprego de um processo de remogéo deste
aminoacido, para posterior formulagédo de dietas para pacientes fenilcetonuricos.

Renata Alexandra Moreira das Neves
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ABSTRACT

Protein hydrolysates and free amino acids have been used for the
nutritional management of individuals who are not able to digest intact protein.
Studies within the past two decades have shown that dipeptides and tripeptides
may serve efficiently and safely to improve protein nutrition and that in certain
instances they may be superior to free amino acids. Owing to their superior
nutritional quality, hydrolysates of cow's milk protein, soy protein and fish protein
are the most widely used. In our work, a minced fish was hydrolyzed, employing
six different systems of two sequential enzymes. The resultant fish protein
hydrolysates (FPH) were characterized for protein, fat, dry matter and ash
contents and their amino acid composition was analyzed either. The six FPH
were submitted to an ultrafiltration through a series of membranes with
molecular cut-offs (MWCO) of 30, 10 and 3 KDa. The results showed yields of
protein hydrolysates using different proteolytic enzymes varying from 63,4 to
94,2%. The protein contents on a dry basis of the six hydrolysates were similar,
on average, 74,2%. The lipid contents of the six hydrolysates were low (mean of
1,2%). Although decreases of some amino acids were observed after hydrolysis,
adequate amounts of essential amino acids in relation to the reference pattern of
FAO (1991) were found for children from 3-8 years and adults. The hydrolysates
1. (pepsin 1:10.000/ bromelain) and 4 (pepsin 1:10.000/Aspergillus oryzae)
present a high Fischer ratio (molar ratio of Val + Leu + lie to Tyr + Phe) and
seem to be interesting for clinical treatment of patients with liver diseases. The
separation of peptides with different molecular weights by ultrafiltration seems to
be a low cost and efficient method and does not interfere substantially with the
amino acids distribution. The hydrolysate 5 (pepsin 1:60.000/Streptomyces
griseus) contained a high percentage of low molecular weight peptides (57%),
lower than 3 KDa. The same fraction contains a high free phenylalanine content,
suggesting the removal of this amino acid in order to formulate diets for PKU
patients.

Renata Alexandra Moreira das Neves



INTRODUCAO

1- INTRODUGCAO

Hidrolisados proteicos e misturas de aminoacidos livres s&o utilizados
como suporte nutricional para tratamento clinico de pacientes com desordens
gastrointestinais, ma nutricdo associada a céncer, disfungbes metabdlicas e
alergias alimentares.

Os hidrolisados enziméticos tém sido preferidos por fornecer peptideos
de composicdo bem definida, promovendo uma absorgdo mais efetiva pelo
organismo, pela facilidade de uso e pelo menor custo. Misturas de
aminoacidos sintéticos s&o dispendiosas, apresentam propriedades
organolépticas desagradaveis e elevada osmolalidade que pode acarretar
disfung¢éo intestinal.

O peso molecular dos peptideos do hidrolisado ird definir a sua
utilizagdo. Em foérmulas infantis hipoalergénicas €& necesséario que o
hidrolisado apresente peptideos com baixo peso molecular, pois pequenas
quantidades de peptideos de alto peso molecular podem causar
complicagbes em pacientes alérgicos.

Por outro lado, peptideos com alto peso molecular (mais que 20
residuos de aminoacidos) estdo associados com uma melhor funcionalidade.
Hidrolisados enzimaticos, com baixo teor de fenilalanina, podem em
particular, serem utilizados por pacientes fenilcetonuricos, como uma
alternativa a alimentagao e aos inconvenientes causados pelas misturas de

aminoacidos.
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Para pacientes com encefalopatia hepéatica seria desejavel
desenvolver hidrolisados enzimaticos protéicos com alto teor de aminoéacidos
de cadeia ramificada e um baixo contetdo de aminoéacidos aromaticos.

As proteinas do leite, soja e peixe sdo as mais utilizadas, devido ao
alto valor nutricional, disponibilidade comercial e custo moderado.

O interesse pela hidrdlise de proteinas de peixe iniciou-se por volta
dos anos 60: sdo proteinas relativamente abundantes, e consideradas
excelentes para alimentagdo humana. A predominancia de pequenos
peptideos garante facil digestao e absorgao.

Estudos prévios realizados em nosso laboratério com hidrolisados
enzimaticos de “‘minced” de pescado (produzido a partir da mistura de
pescados de agua salgada: “Maria-Luiza®, “Perna-de-Moga” e Camario),
sugerem o uso de hidrolisados protéicos a base de pescados, para a
alimentagao humana.

Pretendemos neste trabalho, dando continuidade a esta linha de
pesquisa, caracterizar os hidrolisados obtidos em nosso laboratério, em
trabalho anterior, sob o ponto de vista quimico, fisico-quimico e nutricional,
indicando uma possivel utilizagdo dos mesmos, visando a alimentagdo de

grupos populacionais que necessitam de uma alimentagdo especial.

Renata Alexandra Moreira das Neves
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2- REVISAO DA LITERATURA
2.1- HIDROLISADOS PROTEICOS

Proteinas sdo componentes essenciais para a nutricdo humana, como
fonte de aminoacidos e energia. A qualidade nutricional das proteinas
depende do perfil de aminoacidos e da utilizagdo fisiolégica destes, depois da
digestao e absorgéo, que por sua vez esta relacionada com a fonte protéica,
a forma de preparo do alimento e a presenga de outros componentes da dieta
(CLEMENTE et al., 1999; FRIEDMAN, 1996).

Hidrolisados enzimaticos protéicos, ricos em di e tripeptideos, tém sido
reportados como fontes adequadas de proteina para a nutricdo humana
devido a excelente absor¢do gastrointestinal, sendo melhor utilizados pelo
organismo do que as proteinas intactas ou o0s aminoacidos livres
(SIEMENSMA et al., 1993; ZIEGLER et al., 1990).

As propriedades funcionais e nutricionais destes hidrolisados, os
tornam uma fonte atrativa de proteinas, tanto para uso em dietas especiais
como para o consumo em geral (CALDERON DE LA BARCA et al., 2000;
FROKJAER, 1994; MAHMOUD, 1994; LAHL e BRAUN, 1994).

Os hidrolisados tém sido empregados no melhoramento da textura
alimentar promovendo um aumento da capacidade de absor¢do de agua; em
fortificacéo de bebidas &cidas; no desenvolvimento de férmulas infantis com
reduzida alergenicidade ou para erros inatos do metabolismo e na formulacéo
de produtos nutricionais especiais para adultos, com fungdo gastrointestinal

prejudicada, ou mesmo em doengas organicas especificas, como renal e
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hepatica (CHIANG et al., 1995, MAHMOUD, 1994; CORDLE, 1994).

2.1.1- APLICACAO DOS HIDROLISADOS EM PACIENTES
ALERGICOS OU COM DESORDENS METABOLICAS

O tratamento clinico de pacientes com desordens no trato
gastrointestinal, se estendendo a pacientes com ma nutricdo associada com
cancer, queimaduras e traumas, criangas com diarréia aguda ou crénica,
alergias alimentares, ou desordens no metabolismo dos aminoacidos é
baseado na utilizagdo de férmulas sintéticas baseadas em hidrolisados
protéicos e aminoacidos livres (ZARRABIAN et al.,, 1999; SCHMIDL et al.,
1994; MEREDITH et al., 1990; BUZINCO et al., 1989; KNIGHTS, 1985;
MILLA et al., 1983).

O desenvolvimento de férmulas enterais utilizadas para a alimentacao
de pacientes hospitalizados com disturbios varios incluindo a alergia alimentar
foi um avanco na ciéncia e na medicina durante os Ultimos 40 anos. Em 1991,
foi estimado que ha mais de 5 milhdes de pacientes que sé&o aiimentados com
férmulas enterais nos E.U.A. e que esses alimentos tém um valor no mercado
excedendo 1 bilhdo de ddlares (FASEB, 1991).

De acordo com a fonte protéica e o grau de hidrélise podemos
encontrar diversas férmulas baseadas em hidrolisados protéicos, como as
apresentadas na tabela 1. Produtos a base de soja hidrolisada, elaborados
para suprir as necessidades nutricionais de um individuo, s&o os mais
frequentemente utilizados para criangas alérgicas ao leite de vaca. Bebés que

néo toleram os produtos da soja podem ser alimentados com uma férmula a
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base de caseina hidrolisada, como o Nutramigen (HALKEN, 1995; TRAHMS,
1991). O Comité de Nutricdo da Academia Americana de Pediatria,
responsavel pela composi¢cao de formulas infantis patenteadas, estabeleceu
padroes para estes produtos, baseados na composigéo do leite de uma mae
sadia.

Tabela 1 - Férmulas baseadas em hidrolisados protéicos®

FORMULA FONTE DE PROTEINA GRAU DE HIDROLISE
EXTENSO PARCIAL
Nutramigen Caseina Bovina *
Pregestimil Caseina Bovina *
Alimentum Caseina Bovina *
Alfa-Ré Soro Bovino *
Profylac Soro Bovino *
Pepti-Junior Soro Bovino %
Nan HA, Beba HA Soro Bovino
Nidina HA Soro Bovino
Nutrilon Pepti Soro Bovino
Nutrilon Pepti Plus Soro Bovino
Aptamil HA Caseina e Soro *
Pregomin Soja e Soro Bovino %*

aAdaptado de Halken, 1995.

O grau de hidrélise da proteina determina a sua aplicag&o: proteinas
altamente hidrolisadas, compostas por peptideos com pesos moleculares
inferiores a 5000 daltons (os produtos disponiveis no comércio normalmente
apresentam peso molecular menor que 1200 daltons) s&o utilizadas no
controle de alergias alimentares, de modo que, a necessidade de controlar a
alergia alimentar € uma das forgas direcionais para o0 desenvolvimento

tecnologico de hidrolisados protéicos (MALDONADO et al., 1998, CORDLE,

1994).

Renata Alexandra Moreira das Neves
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A alergia alimentar & mais freqliente em criangas, onde cerca de 0,5 a
10% das criangcas desenvolvem algum tipo de alergia, ¢ € mais séria em
adultos. Nas criancas, a alergia ao leite de vaca &€ a mais comum,
provavelmente devido a sua grande utilizagdo na alimentagéo infantil
(CORDLE, 1994).

Proteinas parcialmente hidrolisadas apresentam uma certa proporgéo
de proteinas intactas e peptideos com pesos moleculares entre 5000 a 20000
daltons. Ndo sédo adequadas no tratamento de alergias alimentares, mas
podem ser utilizadas como fonte de proteinas por individuos que possuem
necessidades nutricionais e fisioldégicas especificas. Podem ser Uteis,
também, como suplemento nutricional para pacientes que ndo consomem
grandes quantidades de alimentos convencionais, ou ainda, podem substituir
as misturas de aminoacidos sintéticos, utilizadas no tratamento de desordens
do metabolismo dos aminoacidos (MALDONADO et al., 1998; HALKEN et a/.,
1995; MAHMOUD, 1994).

O uso de hidrolisados nos casos de desordens no metabolismo dos
aminoécidos tem sido recomendado por diversos pesquisadores. Alimentos
protéicos, parcialmente hidrolisados por uso de enzimas, liberando a
fenilalanina, vem sendo utilizados na produgao de peptideos com baixo teor
desse aminoécido, para pacientes com intolerancia a fenilalanina (ARAI et al.,
1986).

Freqlentemente nota-se a formacdo de peptideos amargos durante o
processo de hidrélise. Um estudo da sequéncia de aminoacidos mostrou que

os peptideos amargos possuem um ou mais aminoacidos hidrofébicos

Renata Alexandra Moreira das Neves
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(PEDERSEN, 1994). A remocao da fenilalanina, um aminoacido hidrofébico,
de um hidrolisado destinado a fenilcetonuria, pode estar contribuindo também,
para uma melhora no sabor do produto final, apesar da remocgéo
concomitante e indesejavel, da tirosina e do triptofano.

O carbono ativo e polifosfatos s&o descritos na literatura como capazes
de diminuir o sabor amargo apresentado pelos hidrolisados, pela adsorgcéo de
peptideos e aminoacidos hidrofébicos liberados durante o processo de
hidrélise (PEDERSEN, 1994; LOPEZ-BAJONERO et al., 1991; COGAN et al.,
1981).

Quanto aos aminoacidos que sé&o removidos, a tirosina e o triptofano,
podem ser reincorporados, por uma reagdo de condensa¢do peptideo —
peptideo denominada reagéo de plasteina (YAMASHITA et al., 1976).

Apds a hidrélise enzimatica da proteina, o hidrolisado, em altas
concentragbes, pode ser incubado com enzimas proteoliticas. A hidrélise &,
portanto, revertida, e o produto dessa reagdo é conhecido como plasteina.
Peptideos de baixo peso molecular sdo os melhores substratos para a
sintese da plasteina. Esta reagdo pode ser empregada para mascarar o
sabor amargo pela condensagdo com outros peptideos, ou mesmo para
reincorporar a tirosina e o triptofano (MONTECALVO et al., 1984; ARAI et al.,

1975).

2.1.2- PROCESSOS DE HIDROLISE

A hidrélise protéica pode ser alcangada com enzimas, acidos ou

alcélis, mas a hidrdlise enzimatica é a preferida para a produgdo de

Renata Alexandra Moreira das Neves



REVISAO DA LITERATURA Py

hidrolisados em aplicagbes nutricionais. Esta tem a vantagem de ser
realizada sob condi¢cdes brandas, mantendo a qualidade nutricional dos
aminoacidos, produzindo hidrolisados com um perfil de peptideos bem
definidos (LAHL e BRAUN, 1994; SIEMENSMA et al., 1993).

A hidrélise acida ou alcalina resulta na hidrélise completa da proteina,
sem nenhuma seletividade no rompimento das ligacdes peptidicas, podendo
haver formagdo de esterecisOmeros, ndo utilizaveis pelo organismo, com
consequente redugdo da biodisponibilidade (LAHL e BRAUN, 1994; LAHL e
GRIDSTAFF, 1989).

O processo de hidrolise pode ser controlado através de diversos
parametros, como tipo de enzima, temperatura, tempo de hidrélise e pH
(LAHL e BRAUN, 1994).

A temperatura utilizada geralmente € em torno de 30° - 50°C. O pH
esta relacionado com o pH étimo para a atividade maxima de uma
determinada enzima. O tempo de hidrélise esta diretamente relacionado com
o grau de hidrélise e a escolha da enzima, numa combinacdo de eficacia e
custo. Dentro dos limites adequados de temperatura e pH, uma alta
concentragdo de enzima pode ser utilizada para acelerar o processo de
hidrélise.

O crescimento de microorganismos também deve ser controlado,
realizando assim o processo de hidrélise sob condicbes sanitarias
adequadas. Um processo de hidrélise mais rapido pode ser um meio de evitar

o desenvolvimento de microorganismos.
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O sabor dos hidrolisados pode ser controlado pela escolha da enzima.
ADLER-NISSEN (1986) observou que hidrolisados produzidos com alcalase
ou outras enzimas com especificidade para o grupo terminal dos aminoacidos
hidrofébicos podem ser responsaveis por um menor sabor amargo. Desta
forma, os aminoacidos hidrofébicos livres poderdo ser adsorvidos
posteriormente, por diversos processos, como o emprego de carvao ativado.

Os métodos preferidos para a interrupgdo do processo de hidrélise
sdo: alteracdo do pH e da temperatura, de modo a anular a atividade
enzimatica, finalizando a hidrolise. A temperatura alta, no entanto, deve ser
mantida por pouco tempo, porque tempos prolongados podem destruir
nutrientes e produzir reagdes indesejaveis, como a reagdo de Maillard, ou
estimular o aparecimento de compostos desconhecidos no produto final. A
inativagcéo acida das enzimas nao é utilizada comercialmente com freqiéncia,
pois pode levar a um acumulo excessivo de sais no hidrolisado. Membranas
de ultrafiliragdo também sao utilizadas para finalizar o processo de hidrdlise,
com a vantagem de eliminar proteinas residuais, peptideos de alto peso
molecular e enzimas utilizadas durante a hidrélise (MALDONADO et al., 1998;

LAHL e BRAUN, 1994).

2.1.3- FONTES DE PROTEINA

As proteinas mais comumente usadas para a produ¢ao de hidrolisados
protéicos s@o as derivadas do leite (caseina, lactoalbumina e proteina do
soro), da soja, e a do peixe, devido ao alto valor nutricional, disponibilidade

comercial em grandes quantidades e custo moderado. Outras tém sido
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também utilizadas, incluindo a gelatina, proteina do arroz, batata e a albumina
do ovo (LAHL e BRAUN, 1994; FREITAS et al., 1993). Observa-se, portanto,
que proteinas de origem vegetal sdo utilizadas na formulagdo de alimentos
como uma alternativa as proteinas de origem animal.

A composicdo de aminoacidos essenciais de algumas destas fontes
protéicas € apresentada na tabela 2, em comparagido as necessidades em
aminoacidos da FAQO, 1985 e 1991.

Tabela 2 - Composicdo em aminoacidos essenciais de varios substratos

protéicos?

Aminoacidos | Minced® | Caseina | Carne| Soro | Gelatina | Soja FAO
essenciais de leite 3-10) (3-8)

meses’  anos”
g de aas/100 g de proteina

Histidina 2,87 292 | 341 2,05 0,76 | 287 26 1,9

Isoleucina 4,70 541 | 4,82 | 6,92 1,70 |4,90| 4,6 2,8

Lisina 10,01 | 8,12 | 890 | 11,20 | 574 |6,18| 6,6 58

Leucina 8,56 951 | 811 |14,01| 3,36 [8,01| 93 6,6

Metionina/ 4,08 3,15 | 3,98 | 5,15 0,82 [242| 4,2 2,5

Cistina

Tirosina/ 755 | 11,06 | 8,0 | 7,32 256 (831 7,2 6,3

Fenilalanina

Treonina 4,62 466 | 459 | 6,18 227 343 | 43 3,4

Triptofano n.d. 1,68 | 1,54 | 2,60 0 1,07 1,7 1.1

Valina 5,03 6,74 501 | 6,42 263 528 55 3,5

aAdaptado de Adler-Nissen 1986, o DE MIRA et al, 2000; °FAQ,1985: d FAQO,1991.

A proteina do peixe possui um alto valor bioldgico, apresentando um
perfil de aminoacidos balanceado, particularmente daqueles que costumam
ser limitantes em proteinas de origem vegetal, tais como metionina e cistina,
e uma alta sensibilidade a hidrélise proteolitica, sendo assim, facil e
completamente digerivel. Uma outra vantagem do uso de péixe como
matéria-prima para a obtencéo de hidrolisados é o fato de que os peixes
normalmente utilizados sdo aqueles pouco adequados para o filetamento e

portanto de menor valor comercial.

Renata Alexandra Moreira das Neves



REVISAO DA LITERATURA 11

O interesse por hidrolisados protéicos de peixe surgiu na década de 60
e continua sendo objeto de pesquisa até os dias de hoje. Entretanto, muitos
trabalhos tém sido direcionados para uso como ragdo animal por problemas
com o sabor e aparecimento de off-flavors (OLIVA-TELES et al, 1999,
MACKIE, 1982).

GALVEZ et al (1985) estudaram a utilizacdo de hidrolisados
enzimaticos de peixe em sopas instanténeas, conferindo-lhes um alto valor
nutritivo, razéo protéica liquida de 79% em relagéo a caseina e um indice de
aceitagao satisfatorio.

Hidrolisados enzimaticos de peixe com baixo teor de gordura,
deficientes em triptofano e valina, mas com elevado teor de lisina foram
obtidos por MORALES de LEON et al (1990), utilizando-os como
suplementos em refeicBes ricas em cereais e devido a alta solubilidade
apresentada, podem ser utilizados também em alimentos liquidos.

LICEAGA-GESUALDO e LI-CHAN (1999) concluiram que algumas
propriedades funcionais dos hidrolisados de peixe foram melhoradas em
relagdo a proteina original, podendo ser utilizados na industria de alimentos

como alternativa para outras fontes protéicas.

2.1.4- CARACTERIZAGAO DO HIDROLISADO PROTEICO

LAHL E BRAUN (1994) estabeleceram critérios de avaliagdo para
hidrolisados levando em consideracdo o custo, o paladar, o valor nutricional,
antigenicidade, solubilidade e funcionalidade dos mesmos. Algumas

caracteristicas podem ser uteis para avaliar a funcionalidade do hidrolisado,
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tais como, o grau de hidrélise (GH) e o0 peso molecular dos peptideos
(TOSSAVAINEN et al., 1997).

A determinagdo do GH é considerado o meio mais pratico e
conveniente de controlar o processo de hidrolise e & utilizado como um
indicador para comparagao de diversos hidrolisados prbtéicos entre si. Pode
ser expresso de varias maneiras, como a relagio entre o nitrogénio presente
no hidrolisado e o nitrogénio total presente na proteina, ou como a % de
ligagbes peptidicas quebradas (LAHL e BRAUN, 1994, MAHMOUD et al.,
1992; ADLER-NISSEN, 1986).

O peso molecular das fragbes peptidicas costuma ser inversamente
proporcional ao grau de hidrdlise, ou seja, hidrolisados protéiods contendo
peptideos com pesos moleculares menor que 500 daltons serdo obtidos
guando o grau de hidrolise for elevado, de acordo com a tabela 3,
apresentada por MAHMOUD em 1994.

Tabela 3 - Perfil do peso molecular de diferentes classes de hidrolisados

protéicos”.
Peso molecular das Grau de hidrélise % em cada fracao
fragoes (Dalton) Baixo Médio Alto
< 500 3,8 9,8 90,2
500 - 1000 1,1 13,5 55
1.000 - 2.000 1,8 13,7 2,9
2.000 - 5.000 3.7 16,6 1,4
> 5.000 89,7 46,4 0,0

#Adaptado de Mahmoud, 1994

Métodos rapidos para caracterizar os pesos moleculares dos peptideos
devem ser instrumentos valiosos na otimizagéo dos processos de hidrdlise e

também no controle da qualidade dos produtos.
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O peso molecular dos hidrolisados protéicos € um dos mais
importantes fatores na produgéo de hidrolisados com propriedades funcionais
desejaveis. Pensando nisso, CALDERON DE LA BARCA et al., 2000 e JEON
et al, 1999 utllizaram um processo de ultrafitracdo (UF), através de
membranas de exclusdo molecular de 30, 10, 5 e 3KDa para obter
hidrolisados ou fragbes peptidicas com peso molecular e propriedades
funcionais desejaveis.

A ultrafiltragdo com membranas de exclusdo molecular apresentou
algumas vantagens incluindo produ¢&o em larga escala de fragbes protéicas
com caracteristicas desejaveis, simplificagdo no processo de separacéo e
reducdo dos custos de produgdo quando comparado a processos
cromatograficos.

PEREA et al. (1993) fracionaram hidrolisados protéicos em diferentes
grupos de peptideos com peso molecular definido por ultrafiltragdo, com uma
série de membranas de exclusédo molecular de 10, 5, 3 e 1 KDa. As fracbes
obtidas foram analisadas quanto ao teor protéico, sendo assim determinada a
distribuicdo percentual dos peptideos com diferentes pesos moleculares em
cada fragdo.

Fragbes protéicas contendo peptideos com baixo peso molecular foram
obtidas por BAUTISTA et al. (1996). Os hidrolisados foram clarificados por
um processo de microfiltracdo com uma membrana de 0,3 mm (Filtron). O
filtrado foi fracionado em duas fragdes, por ultracentrifugacdo com membrana
de exclusdo molecular de 30 KDa. A primeira fragdo, o ultraconcentrado (UC-

30) com peso molecular maior que 30 KDa e a segunda fragéo, o ultrafiltrado
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(UF-30), composto de peptideos com peso molecular menor que 30 KDa. O
UF-30 foi separado novamente, com membranas de exclusdo molecular de 5
KDa, em duas fragbes: ultraconcentrado (UC-5), compostos por peptideos
com peso molecular entre 5-30 KDa e o ultrafiltrado (UF-5), composto por
peptideos com peso molecular menor que 5 KDa. Essas fragbes foram,
entdo, caracterizadas quanto ao perfil de aminoacidos.

A possibilidade de separar os peptideos de um hidrolisado protéico de
soro com membranas de ultrafitragdo e nanofiltracdo foi estudada por
POULIOT et al., 1999. Iniciaimente, o hidrolisado foi centrifugado utilizando
uma membrana de exclusdo molecular de 10 KDa, com o objetivo de remover
as enzimas e o material ndo hidrolisado. Posteriormente, membranas de
nanofiltracdo (NF), que separam os peptideos baseando-se, ou na carga ou
no tamanho molecular, foram aplicadas ao hidrolisado, mostrando ser
possivel fracionér os peptideos de um hidrolisado, quando o objetivo € uma

caracterizagdo dos mesmos.

2.1.5- FRACIONAMENTO DOS PEPTIDEOS E CARACTERIZACAO
QUIMICA COMO ACOMPANHAMENTO NA PRODUCAO DE
HIDROLISADOS PROTEICOS

Métodos imunoquimicos como ELISA ou radioimunoensaios (RIA) séo
freglientemente usados para detectar residuos de proteinas nos hidrolisados
e peptideos de maior peso molecular (MAKINEN-KILJUNEN e SORVA, 1993;
KNIGHTS, 1985).

Cromatografia liquida de aita eficiéncia de exclusdo molecular (SE-

HPLC) ou Eletroforese em gel de poliacrilamida em condi¢bes desnaturantes
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(SDS-PAGE) tém sido empregadas para identificar o peso molecular dos
hidrolisados, mas eles ndo permitem uma separag¢ao precisa (SILVESTRE,
1997). Ambos os métodos fracionam bem os peptideos, quando as amostras
contém proteinas e peptideos de alto peso molecular, mas nao sao
suficientemente sensiveis para peptideos com peso molecular menor que 3
KDa, podendo dar resultados significativamente incorretos (TOSSAVAINEN
et al, 1997: MOLLE e LEONIL, 1995; BINDELS e BOERMA,1994; VAN et
al.,1994; LEMIEUX et al., 1991; VISSER et al., 1992).

SILVESTRE et al. (1994) observaram cjue a Cromatografia liquida de
alta eficiéncia de exclusdo molecular em coluna de 2-hidroxietil-aspartamida
(SE-HPLC/ PHEA) foi eficiente para separar peptideos de hidrolisados de
caseina, especialmente os peptideos que apresentavam peso molecular
menor que 1KDa. Porém, devido a baixa resolugéo e a interagéo dos solutos
com a fase estacionaria (concentracdes de sais maiores que 0,005 M
afetaram a separacdo dos peptideos), ndo foi possivel determinar
corretamente os pesos moleculares.

Cromatografia liquida de alta eficiéncia em coluna de fase reversa (RP-
HPLC) foi eficiente na caracterizag&o parcial de hidrolisados protéicos, dando
algumas indicagbes sobre a hidrofobicidade e hidrofilicidade dos peptideos.
No entanto, o critério de separacéo dessas fases, baseado na hidrofobicidade
ou na carga dos peptideos ndo € adequado para caracterizagao dos
hidrolisados protéicos do ponto de vista nutricional, uma vez que a qualidade
deles esta associada com o tamanho do peptideo (TOSSAVAINEN et al.,

1997; VIJAYALAKHSMI et al., 1986).
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Hidrolisado de caseina eluido em SE-HPLC, mostrou peptideos e
proteinas com peso molecular variando entre 0,24 (Ala-Pro-Gly) a 43
(ovoalbumina) KDa. As fragdes coletadas do SE-HPLC foram eluidas em RP-
HPLC. O tamanho destes peptideos, comparados com os obtidos por
espectrometria de massa utilizando rapido bombardeio atdémico (FAB-MS),
mostrou que a separagdo por SE-HPLC seguida por RP-HPLC ndo foi
completa (LEMIEUX et al., 1991).

Proteinas com peso molecular superior a 200 KDa podem ser
detectados por espectrometria de massa utilizando “spray” de elétrons (ESI-
MS), com uma precisdo melhor que, por exemplo, eletroforese em gel de
poliacrilamida (CARR et al., 1995; MOLLE e LEONIL, 1995). LEONIL et al.
(1995) obtiveram resultados para proteinas do leite com uma precisdo de
0.01% comparada ao peso molecular tedrico. Apenas uma quantidade de
amostra da ordem de picomoles foi necessaria para a analise espectrométrica
em massa.

Espectrometria de massa fornece apenas uma identificagdo do peso
molecular dos peptideos com alto peso molecular, porém ao utilizar RP-HPLC
com espectrometria de massa utilizando rapido bombardeio atémico (ESI -
MS) foram obtidos resultados precisos em relagdo a peptideos menores,
onde estes sdo bem separados e simultaneamente a detecgdo por
espectrometria de massa & possivel (TOSSAVAINEN ef al., 1997; MOLLE e
LEONIL, 1995).

Espectrometria de massa tém se tornado um método indispensavel

para analisar a estrutura de peptideos e proteinas, sendo capaz de resolver
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problemas estruturais que nado saéo facilmente resolvidos pelas técnicas
convencionais (CARR et a/., 1991).

Portanto, podemos observar que para identificar peptideos menores no
hidrolisado protéico com mais precisdo € necessario trabalhar com dois ou
mais métodos, simultaneamente, onde possamos fracionar os peptideos para
depois identifica-los.

Entretanto, a separagcdo de pequenos peptideos ainda nido é
satisfatéria, sendo necessario desenvolver novas técnicas para fracionar os
hidrolisados protéicos. E importante continuar pesquisando um método
eficiente, capaz de separar esses peptideos devido principaimente a
qualidade nutricional desejada para os hidrolisados estar parcialmente
relacionada ao contetdo de di- e tripeptideos.

O perfil do peso molecular dos hidrolisados protéicos também pode ser
determinado por cromatografia em gel (GPC). Porém, esse método apresenta
algumas desvantagens, pois apenas hidrolisados puros podem ser analisados
corretamente. Outros constituintes alimentares como, carboidratos, lipideos,
minerais e vitaminas de alto peso molecular, interferem com o ensaio. A
quantificagéo exata por espectrometria ultravioleta é dificultada e a resolugéo
das colunas GPC disponiveis comercialmente é baixa para peptideos com 1 a
10 aminoacidos na cadeia peptidica (ACHOURI et al., 1999; SIEMENSMA et
al., 1993; KNIGHTS, 1985).

Esses processos de cromatografia ndo s@o comumente ufilizados em

escala industrial devido a baixa rentabilidade e alto custo (POULIOT et al.,

1999).
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Todos os métodos citados anteriormente para fracionamento dos
peptideos podem ser utilizados, ndo diretamente para a determinacdo do
peso molecular, mas para separar o material em fracbes com caracteristicas
similares.

Apds o fracionamento os peptideos podem ser caracterizados
quimicamente por varios métodos como: determinacdo da composicdo e
seqgliéncia dos aminoacidos (CHEN ef al., 1995; ADACHI et al., 1991); analise
do N-terminal usando um sequenciador de proteina (MACEDO et al., 1993);
espectrometria de massa (CHEN et al., 1995) ou espectrometria de massa
por rapido bombardeio atc‘;mico‘(FAB-MS) (PUCCI et al., 1992).

Os peptideos produzidos durante o processo de hidrélise protéica do
peixe podem ser utilizados como ingredientes protéicos pelas caracteristicas
nutricionais e baixo custo em relacdo as outras fontes de proteina, embora
poucas informacbes estejam disponiveis na literatura cientifica sobre o
tamanho das cadeias peptidicas e as suas propriedades funcionais

(MORALES de LEON ef al., 1990; GALVEZ et al., 1985).

2.1.6- PROPRIEDADES FISICO-QUIMICAS E FUNCIONAIS DOS
HIDROLISADOS PROTEICOS

Durante a Segunda Guerra Mundial, ocorreu uma grande falta de ovos
para uso industrial. Comecgou, entdo, a procura por outros alimentos que
tivessem caracteristicas similares. Entre os poucos produtos que puderam
ser utilizados para obter propriedades funcionais semelhantes a proteina do

ovo, encontrava-se o hidrolisado protéico da soja, obtido por uma reagéo de
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hidrélise com pepsina. Este hidrolisado exibiu uma propriedade espumante
Unica, substituindo parcialmente os ovos na industria de alimentos (ADLER-
NISSEN, 1986).

Em 1970, surgiu o interesse por outras fontes de proteinas de
utilizagdo ndo-convencional para a alimentacdo humana. Nos paises em
desenvolvimento, a hidrélise enzimatica era vista como um caminho para
obtencao de alimentos protéicos mais atrativos e viavel a populacéo.

Entretanto, algumas dificuldades que iam surgindo durante o processo
de hidrélise, precisavam ser controladas, como a formagao de produtos com
sabor amargo, rendimento inadequado e uma falta de controle da reac¢éo
proteolitica. Atualmente, com o avango tecnolégico e varias pesquisas nessa
area, tém sido possivel desenvolver processos de hidrélise onde os produtos
da hidrélise possuem caracteristicas funcionais, organolépticas e nutricionais
bem definidas (LAHL e BRAUN, 1994; ADLER-NISSEN, 1986; ADLER-
NISSEN et al, 1983).

CHOBERT et al. (1988) e FOX et al. (1982) demonstraram que apés a
hidrélise protéica, além de apresentarem peptideos com pesos moleculares
menores e modificagdes nas estruturas protéicas, sdo esperadas mudangas
nas propriedades funcionais dos hidrolisados, como aumento da solubilidade
perto do ponto isoelétrico, diminuigdo da viscosidade e mudancas
significativas na capacidade espumante, gelificante e emulsificante quando
comparadas as proteinas nativas.

POUR-EL (1981) definiu funcionalidade protéica como sendo alguma

propriedade do alimento ou ingrediente alimentar, exceto nutricional, que
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afeta o seu emprego. Essa definicdo é também util no conhecimento do uso
alimentar do hidrolisado protéico. Deve- se ampliar a definicdo de
propriedades funcionais de hidrolisados de proteinas para poder incluir
aguelas propriedades fisico-quimicas que afetam o processamento,
estabilidade de armazenamento, qualidade organoléptica, e a eficacia
nutricional ou biolégica do produto final (Tabela 4).

Tabela 4 - Propriedades Fisico-quimicas e Funcionais dos hidrolisados
protéicos em produtos nutricionais®.
Propriedades Quimicas e Fisico - Quimicas | Propriedades Funcionais

Tamanho Molecular Alergenicidade
Solubilidade

Osmolalidade
Hidrofobicidade Viscosidade
Gelatinizagéo
Emulsificagao
Turbidez
Interag&o carboidrato Flavor
Capacidade Espumante
Escurecimento Maillard
Formagao de cor
Interacdo mineral Estabilidade Térmica

@Adaptado de Mahmoud, 1994

As principais propriedades funcionais dos hidrolisados, isto é,
solubilidade, viscosidade, capacidade de emulsificagdo, capacidade
espumante, gelatinizagdo e flavor, sdo comuns as proteinas intactas, mas
elas diferem destas, devido a hidrélise enzimatica. Essas propriedades
dependem da extenséo do grau de hidrélise, ou seja, do tamanho molecular
das fragdes peptidicas (MAHMOUD ef al., 1992; ADLER-NISSEN, 1986).

As propriedades funcionais dos hidrolisados protéicos sdo tambem
influenciadas pela especificidade das enzimas proteoliticas utilizadas, pela

natureza quimica e fisica das proteinas intactas e pelas condi¢bes de
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hidrélise.

PHILLIPS e BEAUCHALT (1981) mostraram que a quebra das
estruturas primarias da proteina provoca uma série complexa de eventos que
alteram a funcionalidade.

Com a hidrélise das ligacdes peptidicas, costumam ocorrer as
seguintes alteracbes: Aumento no nimero de grupos ionizaveis (carboxilas e
aminas) com aumento concomitante na hidrofilicidade; diminuicdo no peso
molecular da cadeia polipeptidica com a diminuicio da antigenicidade e,
alteragéo da estrutura molecular levando a exposi¢ao do interior dos grupos
hidréfobos ao ambiente aguoso.

Condi¢des como pH, forga iGnica, e concentragdo de solutos orgénicos
afetam a habilidade dos hidrolisados protéicos de interagir através de forgas
de atragdo e repulsdo. A presenga de hidrocoldides, emulsificantes, proteinas
intactas, carboidratos, e suas intera¢gdes com os hidrolisados, sao fatores
importantes que alteram a funcionalidade dos hidrolisados. Altas
temperaturas utilizadas durante o processamento e esterilizagdo podem
promover interagdes hidréfobas (peptideo-peptideo ou peptideo-proteina) e
influenciar fortemenie na estabilidade desses hidrolisados (MAHMOUD,
1994).

Certas propriedades funcionais desempenham fungdes mais
importantes que outras, direcionando a aplicagdo dos hidrolisados para um
uso especifico final. Hidrolisados hipoalergénicos devem permitir que as
criangas que possuem alergia a proteina intacta possam consumi-los.

Uma das mais importantes propriedades fisico-quimica e funcionais
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dos hidrolisados protéicos € a solubilidade numa ampla faixa de pH,
temperatura, concentracdo de nitrogénio e condigdes ibnicas. Muitos
trabalhos tém demonstrado que quanto maior a hidrélise protéica, maior a
solubilidade, principalmente préximo ao ponto isoelétrico da proteina original
(MAHMOUD, 1994; ADLER-NISSEN, 1986). Hidrolisados com uma alta
solubilidade sao freqlentemente utilizados na suplementagdo de suco de
frutas, implementando a qualidade nutricional.

Quanto a capacidade de emulsificagdo, observa-se que quanto maior a
hidrélise, menor a capacidade emulsificante (ADLER-NISSEN, 1986).
Peptideos pequenos e aminoéacidos livres sdo menos eficientes na redugéo
da tensdo superficial devido a impossibilidade de se orientar na interface
como ocorre com as proteinas. Assim, pequenos peptideos podem ser
deslocados da interface por peptideos maiores com forte tendéncia a
adsor¢do (PHILLIPS e BEAUCHALT, 1981).

Muitos estudos tém sugerido um tamanho molecular ou um
comprimento da cadeia polipeptidica superior a 20 residuos de aminoacidos
como sendo ideal, para que o hidrolisado apresente uma boa capacidade
emulsificante. Amido de milho modificado com anidrido octenil succinico tém
sido adicionado a formulagbes altamente hidrolisadas, na tentativa de
melhorar a capacidade emulsificante (ADLER-NISSEN, 1986).

A osmolalidade & uma propriedade funcional de particular importancia
para os hidrolisados, uma vez que a sua maior aplicagdo € em formulas
infantis e em férmulas especiais para adultos com a fungdo gastrointestinal

prejudicada.
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Solugdes com alta osmolalidade, e portanto hipertdnicas, atraem uma
grande quantidade de agua para dentro do intestino delgado, causando
diarréia, possivel desidratagdo e rompimento do balang¢o eletrolitico, bem
como induzem nausea, vémito e distensio abdominal.

Portanto, podemos observar que as propriedades fisico-quimicas e
funcionais dos hidrolisados protéicos precisam ser conhecidas para uma

futura aplicagéo em processos tecnoldgicos de produtos alimentares.

2.2- SUPORTE NUTRICIONAL NA FENILCETONURIA (PKU)

A fenilcetondria classica ou simplesmente PKU, é uma desordem
autossomal recessiva, devido a um erro congénito do metabolismo da
fenilalanina causada pela deficiéncia de uma enzima, a fenilalanina
hidroxilase hepética (PAH), responsavel pela conversdo do aminoacido
essencial fenilalanina em outro aminoacido, tirosina. A atividade enzimética
da PAH apresenta-se bastante reduzida, menos que 2% da atividade normal
(FREITAS et al., 1999).

Aproximadamente, 90% dos casos apresentam deficiéncia da enzima
fenilalanina hidroxilase em maior ou menor grau; 0s 10% remanescentes tém
defeito nas vias associadas, seja na atividade da diidropteridina redutase
(deficiéncia de DHPR) ou na sintese de biopterina (BHy).

Esta anormalidade congénita, descoberta em 1934, pelo médico e
biogquimico noruegués Asborn Folling, resulta em altos niveis de fenilalanina
no sangue, incrementando a atividade das vias metabdlicas alternativas,

produzindo quantidades anormais de acido fenilpirGvico, fenillactico e

Renata Alexandra Moreira das Neves



REVISAO DA LITERATURA 24

fenilacetato que sdo excretados em grande quantidade na urina (FRANCIS,

1987). A figura 1 ilustra o bloqueio metabdlico.

FROTEINA DIETETICA
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O-HIDROXIFENIL ACETICO
FIGURA 1. Metabolismo da fenilalanina indicando o bloqueio metabdlico, o qual leva ao actimulo

de fenilalanina e produgdo de fenilcetonas, adaptado de Francis, 1987,

O excesso de fenilalanina é toxico para o sistema nervoso central e
causa problemas severos normalmente associados com PKU, onde o retardo
mental € a manifestagdo clinica mais severa (PIETZ et al., 1997; WOO,
1989).

Uma conseqiiéncia da falta de metabolizagdo da fenilalanina, € uma
deficiéncia de tirosina, que passa a ser um aminoacido essencial para esses
individuos. O paciente fenilcetonurico passa a depender da tirosina da dieta e
tende a ter uma concentracdo normal baixa ou reduzida deste aminoacido no
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sangue (ROHR et al., 1998). Essa deficiéncia de tirosina na PKU sugere que
ela também seja a causa do prejuizo intelectual observado nesses pacientes.

Na cidade de S&o Paulo, a incidéncia se situa na mesma ordem de
grandeza: 1:12.000 a 1:15.000 recém-nascidos, de acordo com a Unica
estimativa a partir do levantamento realizado em postos de Saude e bergarios
da capital em 1987 por SCHMIDT et al., 1987.

No Brasil, a partir de 1990, tornou-se obfigatério, em todo o territério
nacional (Lei 8069 de 13/07/90 — Estatuto da Crianga e do Adolescente), o
diagnédstico neonatal (teste do pezinho), a partir de 48 horas apés o
nascimento, tendo-se reconhecido a importancia da identificagcdo correta e

precoce desta doenga, como prevengdo de uma doenga mental grave.

2.2.1- DIAGNOSTICO E TRATAMENTO

O diagnéstico clinico é realizado apenas por volta do 6° més de vida,
devido ao atraso no desenvolvimento e/ou convulsao e outras anormalidades
como lesGes na pele e pigmentacao reduzida por serem sintomas comuns a
diversas outras enfermidades (HEININGER et al., 1986).

A fenilcetonuria ndo é curavel, mas as suas conseqiiéncias podem ser
prevenidas a partir de um tratamento com uma alimentagao especifica, desde
que a doenga seja diagnosticada precocemente, nas primeiras semanas de
vida até o 3° més de vida, antes da instalagdo dos danos irreversiveis,
levando a um desenvolvimento normal das criangas, tornando-as adultos
produtivos (SMITH, 1994, DEBENHAM,1992).

Esse tratamento visa basicamente reduzir os niveis plasmaticos da
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fenilalanina das criangas fenilcetonudricas (= 1200 umol/L), para uma

concentracéo semelhante a encontrada em criangas sadias (60-160 umol/L).
A suplementacdo da dieta com tirosina € necessaria para manter a
concentragao plasmatica deste aminoacido em nivel normal (ACOSTA et al.,
1999)

O diagnéstico de uma concentragdo de fenilalanina na circulagdo
superior a 1200 pumol/L (20 mg/dL), acompanhada de uma concentracdo de
tirosina menor que 118 umol/L, sugere a realizagdo de um novo teste
laboratorial, confirmatério, apés um periodo de 48 horas de vida, tempo

suficiente para que o recém nascido tenha mamado no peito ou na

mamadeira (MABRY, 1990).

2.2.2- PKU MATERNAL

Uma elevada concentracdo de fenilalanina no sangue de mulheres
fenilcetonuricas, da ordem de 1200 pumol/L, exerce um efeito teratogénico
sobre o desenvolvimento do feto, principalmente durante o periodo de
organogénese (primeiro trimestre da gravidez).

Pequenas elevagbes de fenilalanina no sangue materno ja séo
suficientes para causar danos ao feto, sendo que quanto mais alto o nivel,
mais grave sera o defeito (KOCH,1994; LUKE, 1994; ROHR et al., 1987;
COLLINS e LEONARD, 1985; LENKE e LEVY, 1980).

As anormalidades no feto incluem baixo peso ao nascer, microcefalia,
retardo me_ntal e doengas cardiacas congénitas nos fetos, ou complicagbes

que podem resultar em aborto esponténeo (FREITAS ef al., 1999; ROUSE,
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1997; ACOSTA, 1995; LEVY e GUAVANI, 1996; LENKE e LEVY, 1980).

LENKE e LEVY (1980) observaram que de 524 gestacdes em 155
gestantes com fenilcetonlria ndo tratadas, a fregliéncia de retardo mental,
microcefalia, doengas cardiacas congénitas € um crescimento intra-uterino
atrasado, foi significantemente mais alto que na populagdo normal. E
interessante salientar que 99% das mé&es com concentragdo de fenilalanina
no sangue de 20 mg/dL ou mais, tiveram pelo menos um filho com retardo
mental.

O controle dos niveis sangliineos de fenilalanina pode diminuir os
riscos para o feto, mas 0 sucesso nao pode ser assegurado. Estudos tém
demonstrado que o nivel de fenilalanina sangliineo permitido durante a
gestacdo para diminuir e ou evitar os efeitos deletérios sobre o feto seria de
100-300 pmol/L (BRENTON, 1996); 120 - 360 pmol/L (KOCH, 1994; ROUSE
et al., 1990) e 60- 120 umol/L (SMITH, 1990). Concentra¢cdes menores que
60 umol/L devem ser evitadas, pois uma deficiéncia de fenilalanina pode levar
a perda muscular materna e reduzido crescimento fetal (BRENTON e
LILBURN, 1996; ACOSTA, 1995).

Suplementagdo da dieta com L-tirosina também é recomendada.
ROHR et al. (1998) estudando a resposta da suplementagcao com L-tirosina
em cinco gravidas com PKU maternal, observaram que uma unica dose de
1,3 g dessa substancia foi suficiente para aumentar a concentragdo de
tirosina no plasma, de 34 umol/lL para uma concentracdo acima da
recomendada (45 umol/L), por cerca de um periodo de 3 horas, mantendo um
suporte adequado de proteinas e sintese normal de catecolaminas.
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Muitos pesquisadores, estdo de acordo que a fenilcetonuria maternal
precisa ser controlada na gravidez e o controle dietético deve comecar antes
mesmo da concepgdo. Recomenda-se manter o nivel de fenilalanina no
sangue abaixo de 360 umol/L, mas nao inferior a 60 umol/L (BRENTON e
LILBURN, 1996; ACOSTA, 1995; KOCH, 1994).

Portanto, s&o necessarios programas de orientacao realizados por
profissionais especializados durante a gestacdo, conscientizando a mae da
importancia da dieta para a sua saude e para o desenvolvimento normal do

feto.

2.2.3- TRATAMENTO DA PKU

Desde a descoberta dos efeitos benéficos da dieta restrita em
fenilalanina sobre o estado neurolégico da crianga com PKU, o tratamento
dietético destes pacientes, iniciado dentro das primeiras semanas de vida,
tem sido uma medida rotineira em diversos paises (ENDRES, 1998).

Essa dieta visa reduzir e controlar a concentracio plasmatica de
fenilalanina em limites suficientes apenas para o crescimento e
desenvolvimento adequado da crianga, sendo uma quantidade minima
essencial para a sintese e regeneragdo de proteinas e enzimas (KRAUSE e
MAHAN, 1995). O resultado deste tratamento depende do rigor e do controle
da alimentagao oferecida a crianga durante o seu desenvolvimento.

Acreditava-se que o desenvolvimento normal dos pacientes com PKU
poderia estar garantido se a dieta fosse mantida apenas durante os primeiros
anos de vida. Porém, muitos pesquisadores, médicos, nutricionistas,
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psicélogos e mesmo os pacientes fenilcetonuricos e seus familiares mais
proximos acreditam que a dieta restrita em fenilalanina deve ser continuada
durante a adolescéncia ou até mesmo por toda a vida (ENDRES, 1998).
HOLTZMAN et al. (1986) demonstraram em estudo com 119 criangas
entre 8 e 10 anos de idade, com controle pouco rigoroso da dieta, uma
diminuicdo acentuada do Q.l., em comparagdo com aquelas que nao
relaxaram a dieta. Animais de laboratério com altos niveis de fenilalanina no
plasma tém apresentado inibicdo da sintese de mielina, pelo aumento do
turnover desta (ROBISON et al., 1986; TAYLOR et al., 1983; HOMMES et al.,
1982), assim como inibicdo da sintese de catecolaminas e serotonina
(TAYLOR et al., 1983); portanto, os autores sugerem que a dieta seja

mantida por toda a vida em pacientes com PKU.

2.2.4- NECESSIDADES NUTRICIONAIS DOS FENILCETONURICOS

Os teores de fenilalanina em proteinas alimentares variam entre 4 e
6%, nao existindo nenhuma proteina natural isenta deste aminoécido.
Portanto, &€ necessario uma redugéo no consumo de proteinas no tratamento
dietético.

Vegetais, frutas e outros alimentos com baixo conteudo de proteinas,
poderdo fazer parte do cardapio dos fenilcetonuricos, procurando assim,
manter a ingestdo de fenilalanina nos limites de toleréncia individual. Os
vegetais sdo boas fontes de vitaminas, minerais e de fibras alimentares
disponiveis em numero elevado de tipos e variedades, sendo este um

privilegio dos brasileiros que possuem frutos tropicais bastante saborosos e
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diversificados.

No entanto, a ingestdo de misturas de aminoacidos livres, vegetais,
frutas e um baixo consumo de alimentos contendo proteinas de alto valor
bioldgico, repercute diretamente na diminuigdo do aporte de energia bem
como de acidos graxos, vitaminas e minerais que entdo devem ser acrescidos
a dieta na forma de suplementos (BREMER et al., 1996).

Além disso, a predominéncia de alimentos de origem vegetal contendo
fibras, fitatos, oxalatos e taninos, entre outros fatores, pode levar a uma
reducdo da biodisponibilidade de nutrientes como ferro, zinco, calcio, selénio,
vitaminas A, complexo B entre outras (ACOSTA,1996; GIOVANNINI et
al.,1996; HANLEY et al., 1996; LOMBECK et al, 1996; GROPPER et al.,
1993).

Os resultados desses estudos comprovam que as dietas para
adolescentes fenilcetonlricos sdo nutricionalmente inadequadas, sendo
necessarios mais estudos relativos as necessidades nutricionais e uma
revisdo na composi¢do das misturas de aminoacidos, especialmente no que

se refere a suplementag¢do com minerais.

2.2.5- COMPOSICAO DE AMINOACIDOS

O conhecimento sobre a composi¢cdo de aminoacidos de alimentos
usados nos cardapios para os pacientes fenilcetonuricos é de particular
importancia devido a restricdo que esses pacientes possuem a fenilalanina.

Poucos sdo os alimentos que tem a sua composi¢do de aminoacidos

conhecida. Varias sdo as razbes: falta de interesse em quantificar os
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aminoacidos quando o alimento nao €& fonte protéica; elevado custo da
analise; metodologia pouco precisa ou ultrapassada (LANFER MARQUEZ,
1996). Frequentemente, a quantificacdo € baseada em calculos a partir dos
teores de nitrogénio total, sem levar em consideracdo a presenca de
nitrogénio nao-protéico (BREMER ef al., 1996).

O consumo permitido de proteinas e aminoacidos (250 e 500 mg por
dia) depende do nivel de fenilalanina no sangue, o qual depende da atividade
remanescente da fenilalanina hidroxilase no figado. Essa atividade, pode
variar desde a auséncia de atividade, acarretando uma concentragdo de
fenilalanina > 1200 umol/L, até 5% ou mais de atividade residual, que resulta
em concentragdes de fenilalanina no plasma, semelhante as encontradas em
pessoas sadias (40-100 umol/L) (LANFER MARQUEZ, 1996; MONCH et al,,
1996; SOTO, 1993; CLARK, 1992).

Nem todas as criangas possuem o mesmo grau de deficiéncia dessa
enzima, portanto, algumas apresentam alguma atividade enzimatica
possibilitando uma dieta menos rigorosa, enquanto outras devem ter uma
dieta bastante restrita.

Pacientes fenilcetonuricos alimentados com misturas de aminoacidos,
hidrolisados e alimentos com baixo teor de proteina podem ter os
requerimentos protéicos e energéticos aumentados (ACOSTA, 1996).
PRZYREMBEL (1996) recomenda que seja prescrito o consumo de proteina
recomendado pela FAO/MWHO/UNU (1985), corrigido pela digestibilidade e

pelo escore de aminoacidos, e com um adequado consumo de energia.
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Deve ser controlada a ingesta do aminoacido envolvido para que nao
ultrapasse os niveis sangiiineos considerados seguros (100 umol/L), porém
ao mesmo tempo, o aporte deve ser suficiente para chegar aos
requerimentos nutricionais da crian¢a, permitindo manter um bom éstado
nutricional, um adequado crescimento fisico e um desenvolvimento mental
normal (COLLINS e LEONARD, 1985; O'BRIEN, 1979; AMERICAN

ACADEMY OF PEDIATRICS, 1976).

2.2 6- MISTURA DE AMINOACIDOS LIVRES

A dieta com restricdo em fenilalanina é planejada em torno do uso de
formulagdes a base de misturas de aminoécidos isentos de fenilalanina ou de
hidrolisados protéicos, sendo permitida a ingestdo de alimentos de baixo teor
protéico, frutas, vegetais e pequenas quantidades de cereais e graos
(BREMER et al., 1996).

As formulas mais comumente utilizadas no mercado sdo Lofenalac,
95% livre de fenilalanina, produzida pela Mead Johnson e Co, usada para
lactentes e Phenyl - Free, uma férmula 100% livre de fenilalanina, também
produzida pela Mead Johnson e Co, para criangas e adolescentes (TRAHMS,
1991).

Diversos novos produtos tém tambem sido introduzidos. PKU 1, PKU 2
e PKU 3 sdo mddulos metabdlicos especiais da produzidos pela MILUPA AG
e distribuidos pela Mead Johnson. A PKU 1 é designada para lactentes,

enguanto que a PKU 2 é para criangas e a PKU 3 é utilizada na PKU
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maternal. Maxamaid XP (criangas) e Maxamum XP (mulheres) séo
distribuidas pelo Ross Laboratories.

Esses produtos possuem uma quantidade reduzida ou sao isentos de
fenilalanina, mas deveriam ser nutricionalmente balanceados quanto aos
outros aminoéacidos. No entanto, uma analise mais aprofundada destes
produtos comerciais sob ponto de vista nutricional, demonstra ndo estarem de
acordo com as recomendagbes da FAO/WHO, algumas vezes encontram-se
excedendo os valores, ou apresentam quantidades inferiores as
recomendadas (ACOSTA, 1996; KRAUCH et al., 1996).

Estas férmulas contendo mistura de aminoacidos livres como fonte de
nitrogénio oferecem facilidade na prescricdo e distribuigdo aos pacientes,
porém resultam em uma dieta dispendiosa, monétona e pouco palatavel
(PRINCE et al.,, 1997). Originam solugbes hipertdnicas, podendo acarretar
disfungéo intestinal, resultando em um quadro de diarréia, devido a presenga
de substancias de baixo peso molecular (ADIBI, 1989; ARAI et al., 1986).

O flavor desagradavel dificulta a sua aceitabilidade. Desse modo, a
ingestdo que deveria ocorrer em pequenas quantidades durante o dia é
freqlientemente realizada em uma Unica vez.

MONCH et al., 1996 observaram que administrando a mistura de
aminoacidos em uma dose unica a nove pacientes com PKU, estes
apresentavam um quadro clinico de vémitos, vertigem, nausea, dores de
cabeca e diarréia; diminuicdo dos niveis sanguineos de glicose e lactose e
aumento dos niveis de insulina, levando a um estado de hipoglicemia pds-

prandial e niveis altos de uréia no sangue.
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Esses estudos sugerem que a mistura de aminoacidos deve ser
ingerida em pequenas por¢des durante o dia, sempre com outros alimentos
que contenham gordura e carboidratos. Quando os aminoéacidos sio
consumidos em grande quantidade, uma vez por dia, eles sado utilizados
principalmente como fonte de energia e ndo para a sintese de proteinas
(FREITAS et al,,1999; MONCH et al.,1996; HERRMANN ef al.,1994).

Inicialmente, todas as formulas dietéticas definidas tinham aminoacidos
na forma livre como fonte de nitrogénio. A razdo para isso é o conceito
classico de absorcdo de proteina, 0 qual mantém que as proteinas sao
completamente hidrolisadas para aminoacidos livres no lumen intestinal e que
apenas estes sdo transportados pela mucosa intestinal. Isso é bastante
discutido e ha varios trabalhos que demonstram que esse conceito ndo é
valido (ADACHI et al., 1991; ADIBI, 1989).

Peptideos podem ser melhor e mais rapido absorvidos do que
aminoacidos ou proteinas intactas de acordo com estudos em humanos e
animais. De fato, parece que depois de uma refeicdo protéica, os
constituintes das proteinas sdo absorvidos n&o como aminoacidos livres, mas
como dipeptideos e tripeptideos (SIEMENSMA et al, 1993; ADIBI, 1989;
COOK, 1973).

Estudos em laboratérios, realizados com técnicas de perfusao
intestinal, tém mostrado que a taxa de absor¢gdo de aminoacidos de solugdes
contendo dipeptideos € muito maior em relagéo as que contém aminoacidos

livres (ADIBI, 1989).
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Isto se deve ao fato de que di e tripeptidecs podem ser diretamente
absorvidos no intestino por sistemas independentes daqueles usados pelos
aminoacidos, e a taxa maxima de captagdo na absor¢éo de di e tripeptideos é
maior do gque o sistema transportador de aminoacidos (ROBERTS et al.,
1999; TRAHMS, 1991; ADIBI, 1989; MATTHEWS, 1977; ADIBI, 1976).

Estudos tém mostrado que ratos crescem mais rapidamente quando
alimentados com dietas peptidicas, quando comparados a dietas com
proteina intacta, ou baseada em aminoacidos livres (ZALOGA et al., 1991).

Portanto, a administragéo de produtos a base de pequenos peptideos,
como hidrolisados protéicos enzimaticos, parece beneficiar clinicamente os
pacientes com PKU (CORDLE, 1994).

Os peptideos sdo menos hipertdnicos que as misturas de aminoécidos
livres, e a administragdo destes na alimentagdo enteral, como fonte de
nitrogénio, melhora a taxa de absorgio e reduz problemas osméticos (ADIBI,
1989).

Outra vantagem para o uso de hidrolisados protéicos é uma
aceitabilidade melhor que as misturas de aminoacidos livres, no que diz
respeito ao flavor (SILK et al, 1982). Hidrolisados protéicos também
apresentam um potencial antigénico reduzido (SIEMENSMA et al, 1993).
Além disso, a presenga de carboidratos no limen intestinal interfere bem
menos no transporte dos dipeptideos que no dos aminoacidos livres

(COOK,1972).
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Portanto, € de interesse desenvolver hidrolisados protéicos com
peptideos de alto peso molecular e de baixo teor de fenilalanina em

substituicdo a mistura de aminoacidos livres.

2.3- SUPORTE NUTRICIONAL NA ENCEFALOPATIA HEPATICA

A encefalopatia hepatica ou também designada coma hepatico, ou
encefalopatia portossistémica é uma doenga encontrada em pacientes com o
figado gravemente danificado, particularmente naqueles que apresentam
cirrose avangada ou desvios vasculares entre 0s sistemas da veia porta e
cava. Pode ter curso agudo, reversivel ou crénico. Casos de maior gravidade
podem levar ao coma irreversivel e morte (SCHARSCHMIDT, 1997).

A etiologia da encefalopatia ainda é desconhecida. O fator significativo
na fisiopatologia da doenga € 0 mau funcionamento das células hepaticas. A
inadequada remogado dos compostos nitrogenados e outras substancias do
trato gastrointestinal e o desvio do sangue para a circulagido sistémica sdo
responsaveis pela origem do termo encefalopatia portossistémica.

Os sinais de encefalopatia ou coma hepatico incluem confusdo mental,
apatia, mudancas de comportamento, contragdes musculares, como asterixe
(tremor das méos quando estendidas a frente do térax) e espasticidade.

Durante a doenga hepatica, a capacidade de tolerancia a glicose e aos
lipides encontra-se diminuida, provavelmente pela disfungdo hormonal, e a
intolerdancia a proteina ¢é principalmente manifestada nos casos de

encefalopatia hepatica (FISCHER e BOWER, 1981).
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Hiperamonemia e a presenca de falsos neurotransmissores, como
octopamina, podem ser responsaveis pela encefalopatia hepatica.

Quando o nivel de amédnia sérica esta elevado, esta entra na circulagdo
sistémica, aumentando a amébnia do sangue e causando intoxicacdo do
Sistema Nervoso Central, porém a sua correlagdo com o grau de encefalopatia
ainda é pequeno (FISCHER e BOWER, 1981).

Uma outra proposta na exploragdao da etiologia da encefalopatia
hepatica envolve os neurotransmissores no cérebro, como acetilcoling,
serotonina e catecolaminas e aqueles aminoacidos que s&0 seus precursores.

Niveis anormalmente altos de aminoacidos aromaticos levam a
formagdo de falsos neurotransmissores, responsaveis pelo agravamento do
quadro neurolégico e psiquiatrico. Estes aminoacidos dependem do figado
para o seu catabolismo. N&o sendo metabolizados, acumulam-se,
atravessando a barreira hematoencefalica, agindo como falsos
neurotransmissores (FISCHER et al., 1976).

Outros produtos do metabolismo podem contribuir para o
desenvolvimento da encefalopatia hepatica, tais como metilmercaptano,
composto derivado do metabolismo intestinal da metionina, acidos graxos de

cadeia curta e compostos fendlicos (AUGUSTO, 1993).

2.3.1- TRATAMENTO DA ENCEFALOPATIA HEPATICA

O suporte nutricional € uma importante etapa no tratamento para manter

a funcao hepatica e promover a regeneragdo do tecido.
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Os objetivos do cuidado nutricional na encefalopatia hepatica visam a
regeneracdo do figado, focalizando os seguintes pontos: a) evitar o
catabolismo protéico para ndo haver aumento de amoénia; 2) diminuir o
substrato para a formagdo de falsos neurotransmissores e 3) diminuir o
substrato para a sintese da uréia (AUGUSTO et al., 1993).

O aporte protéico é diminuido e quando n&o ha sinais de coma, é
importante uma avaliagdo da aménia sérica (limite superior 8ug/mL sangue).
Quando ha sinais e sintomas de intoxicagdo por aménia (asterixe), a ingestio
de proteinas deve ser reduzida para 30 a 40 g/dia ou mesmo totalmente
eliminada. Quando o paciente comeca a melhorar, eleva-se gradualmente a
ingestao protéica (TRAHMS, 1991).

Outro protocolo de conduta para a encefalopatia € a administracéo, oral
ou enteral, de solugbes que contenham uma alta quantidade de aminoacidos
de cadeia ramificada (AACR), valina, leucina e isoleucina e sejam pobres em
aminoacidos aromaticos (AAA), fenilalanina e tirosina (FISCHER e BOWER,
1981; FISCHER et al., 1976).

Segundo FISCHER e BOWER, 1981, os AACR melhoram o quadro de
encefalopatia hepatica pela: promogéo da sintese de proteina pelo muisculo,
aumento da captacdo e incorporagdo de aminoacidos aromaticos pelo
musculo, diminuicdo dos niveis de aminoacidos aromaticos intracerebral
através da competicdo pelo sistema de transporte comum da barreira
hamatoencefalica e aumento na sintese hepatica.

A relacdo AACR/AAA na proteina da dieta mostrou uma excelente

correlacdo com o grau de encefalopatia. FISCHER et al. (1976) observaram
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gue quando a relagdo AACR/AAA era igual a 3,0 ou 3,5, havia uma melhora na
encefalopatia.

Proteinas parcialmente hidrolisadas, com alto teor de AACR e um
conteido baixo de AAA, vem sendo estudadas para serem utilizadas por
pacientes com encefalopatia. Enzimas especificas para AAA, com a finalidade
de libera-los da proteina, membranas de ultrafiltracdo e géis com
caracteristicas hidrofobas foram utilizados para diminuir a quantidade de AAA
nos hidrolisados (BAUTISTA et al., 1996; ADACHI ef al., 1991; TANIMOTO et

al., 1991).
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3- OBJETIVOS

0O nosso estudo teve a finalidade de:

e Caracterizar os hidrolisados enzimaticos de peixe, quanto aos
aspectos quimicos, fisico-quimicos e nutricionais;

¢ Propor a aplicacdo desses hidrolisados, visando atender grupos

populacionais que necessitem de uma alimentagdo especial.
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4 - MATERIAIS E METODOS

4.1- MATERIAIS

4.1.1- AMOSTRA

Foram utilizados hidrolisados enzimaticos de “minced” produzidos a
partir da mistura de pescados de agua salgada: Maria-Luiza (Paralonchurus
brasiliensis), Perna-de-Mog¢a (Pescada do género Cynoscion) e Camaréo
(Penaus brasiliensis e Penaus pauliensis), desossados, sem pele e visceras,
lavados, prensados para remocdo da agua, sem adicdo de crioprotetores,
obtidos de acordo com procedimentos padronizados em trabalho anterior (DE
MIRA, N.V.M. et al, 2000).

As amostras de “minced” de cerca de 2 Kg/més, durante hum ano
(Junho/97-Maio/98), foram gentiimente doadas pela empresa TAKAKI Cia.
Ltda. localizada em Suzano, Estado de Sdo Paulo. As amostras recebidas
foram homogeneizadas em triturador, liofilizadas e congeladas até o momento

de uso.
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4.1.2 - REAGENTES

Enzimas: As enzimas relacionadas na tabela 5 foram adquiridas da

Sigma Chemical Company, St. Louis.

Tabela 5- Enzimas utilizadas na obtencdo dos hidrolisados

ENZIMA ATIVIDADE ESPECIFICIDADE
Protease fungica de Aspergillus oryzae|0,6 unidades Ampla  especificidade,
tipo Il (P-4755) /mg sélido principalmente Arg-,
Leu-COOH
Pepsina da mucosa de estdmago de|2100-2800
porco, 1:60000 (P-7012) : unidades/mg Grupos -COOH e -NH,
solido dos aas aromaticos, e
Pepsina da mucosa de estdmago de |800-2500 Leu-, Asp-, Glu- COOH
porco, 1:10000 (P-7000) unidades/mg
proteina

Protease bacteriana de Streptomyces
griseus, tipo XIV (C-5147)

4 unidades / mg
de solido

Ampla especificidade

a-Quimotripsina de péancreas bovino,
tipo I (C-4129)

40-60 unidades /
mg de proteina

Phe-, Tyr-, Trp-COOH

Bromelina, extraida do abacaxi (B-2252)

1190 unidades /
mg de soélido

Lys-, Arg-, Phe-, Tyr-
COOH

Todos os reagentes e padrdes

Beckman Inst., Palo Alto, CA.

para cromatografia foram obtidos da

Materiais especiais: Filitros com membranas de exclusédo por peso

molecular (Centricon concentrators

- AMICON,

INC.,

Beverly, MA);

Membrana de filtragdo com poros de 0,22 um da Millipore Corporation.

Todos os demais reagentes utilizados foram de grau analitico.
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4.2 - METODOS
4.2 1- PREPARAGAO DO HIDROLISADO PROTEICO

O processo de obtencdo dos hidrolisados protéicos foi realizado
conforme procedimento padronizado em nosso laboratério em trabalho
anterior, apresentado na figura 2.

Figura 2- Fluxograma do processo de preparag¢ao do hidrolisado de pescado.

"MINCED" DE PESCADO
LIOFILIZADO

RESSUSPENSAO EM
AGUA

§

TRATAMENTO TERMICO
(95°C, 30 MIN)

§

HIDROLISE COM SISTEMA SEQUENCIAL DE
ENZIMAS (CONDICOES OTIMAS, 5HS)

|

INATIVACAO ENZIMATICA
(AQUECIMENTO A 95°C, 10 MIN)

|

CENTRIFUGACAO
(13.292 x g, 40 MIN)

|

SOBRENADANTE PRECIPITADO
(HIDROLISADO PROTEICO DE "MINCED"
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Foi utilizada uma relagcdo substrato/agua de 2,5 g “minced”
liofilizado/50 ml de agua na preparac¢do do hidrolisado. Essas amostras
foram aquecidas por 30 minutos em agua fervente, para desnaturagdo das
proteinas, e resfriadas em banho de gelo.

A hidrélise foi realizada utilizando um sistema seqiiencial de duas
enzimas, com especificidades diferentes, de modo que pelo menos uma das
enzimas apresentasse especificidade para aminoacidos aromaticos
(pepsina, bromelina e «-quimotripsina), com a finalidade de liberar a
fenilalanina presente no substrato, conforme apresentado na tabela 6.

Tabela 6 - Sistemas enzimaticos utilizados para a obtencado dos hidrolisados
e seus respectivos graus de hidrélise.

Ensaio Sistema Condicdes das reagdes
Enzimatico E:S pH T(°C) Tempo(h) GH
(p/p) Enzima1/Enzima2

H1 Pepsina 1:10.000/ | 1:100/ | 2,0/ | 45 3/2 8,1%
Bromelina 1:100 4.5

H2 |Pepsina 1:60.000/ | 1:100/ | 2,0/ | 45 3/2 9,3%
Bromelina 1:100 4.5

H3 |Pepsina 1:10.000/ | 1:100/ | 2,0/ | 37 3/2 9,8%
Quimotripsina 1:100 8,0

H4 |Pepsina 1:10.000/ | 1:100/ | 2,0/ | 37/ 3/2 7,8%
Asperygillus oryzae | 1:100 8,0 45

H5 |Pepsina 1:60.000/ | 1:100/ | 2,0/ | 37 3/2 33,3%
Streptomyces 1:100 | 6,0
griseus 4

H6 |Pepsina 1:10.000/ | 1:100/ | 2,0/ | 37 3/2 17,2%
Streptomyces 1:200 6,0
griseus

Todos os ensaios foram realizados nas condigbes 6timas de pH e
temperatura de cada enzima (o pH foi corrigido com solugdes de NaOH 1 N

ou HCI 1N), por um periodo de cinco horas.
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Durante o periodo da hidrolise, as amostras foram mantidas sob
agitagdo constante. Apds cinco horas, os hidrolisados foram aquecidos a
95°C por 10 min para inativagdo enzimatica.

Obtivemos o sobrenadante e o precipitado, por centrifugacéo, a 13292
X g, por 40 min, separando o residuo insoltvel (precipitado) do hidrolisado
(soltvel). O precipitado foi descartado e o sobrenadante foi liofllizado para

andlise da composicédo quimica.

4.2.2 — DETERMINAGAO DO GRAU DE HIDROLISE

O grau de hidrdlise foi considerado como sendo o nimero de
aminoacidos livres formados durante o rompimento das ligagdes peptidicas
em relagdo ao numero total de aminoacidos existentes na amostra.

Teoricamente, 1g de proteina origina pela hidrélise 1118,9 mg de
equivalentes de leucina. O valor encontrado foi considerado como 100% de

hidrélise, ou seja:

11g proteina = 1118,9 mg equivalentes de leucina = 100%

O calculo € o seguinte:

1g proteina = (131,2x n,) + 18 x(n;— 1) = 100%

Onde:
n4= 1000 mg proteina = 7,62 x 10 ™
131,2

131,2 = peso molecular da leucina

18,0 = peso molecular da agua
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4.2.3 - SEPARACAO DAS FRAGOES PEPTIDICAS POR FAIXA DE
PESO MOLECULAR

O isolamento das fragdes peptidicas por faixa de peso molecular foi
realizado por ultracentrifugacdo em membrana de exclusdo por peso
molecular, utilizando “Centricon concentrators” (Amicon), de acordo com as
instrugcdes do fabricante.

Peptideos maiores que 30, entre 30 e 10 e 10 e 3 e menores que 3
KDa foram obtidos, utilizando membrana de exclusdo molecular de 30 Kd, 10

Kd e 3 Kd, respectivamente.

4.2.4- METODOS ANALITICOS
4.2.4.1- ANALISE DO TEOR DE «-AMINONITROGENIO

A quantidade de nmoles de equivalentes de leucina nas amostras foi
obtida segundo método descrito por HOLT e SOSULSKI, 1981, com algumas
modificagcdes. A reagdo baseia-se na formagéo de uma coloragado azul pela
rea¢@o da ninhidrina com compostos que possuem grupos amina livres. Para
a analise, acrescenta-se a 0,1 mL da amostra, 1,0 mL de solugdo de
ninhidrina. Os tubos s&o fechados com papel aluminio, para impedir a
evaporagdo e levados a banho-maria fervente por exatamente 20 minutos,
sendo resfriados em banho de gelo. Adiciona-se 5,0 ml de etanol 50%,
agitando os tubos vigorosamente. A absorbéncia & lida a 570 nm em
espectofotdmetro (Beckman DU-70%®) contra um branco, até 30 minutos apds

a adicdo de etanol. Utiliza-se uma curva padrdo de L-Leucina nas
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concentragdes de 0.5 mM; 1,0 mM; 1,5 mM e 2,0 mM. Os resultados séo

expressos em nmoles de equivalentes de leucina por g de proteina.

4.2.4.2- ANALISE DE AMINOACIDOS

O perfil de aminoacidos foi determinado nos hidrolisados e nas fragbes
peptidicas isoladas.

A andlise de aminodacidos foi realizada apds hidrélise acida das
amostras com HCI 6 N por 22 horas a 110°C, em ampolas seladas a vacuo.
Evaporou-se os hidrolisados para remog¢ao do HCl em dessecador a vacuo
contendo pastilhas de NaOH. O residuo seco foi ressuspenso em tampao
citrato pH 2.2 (Na-S, Beckman Instr., Palo Alto, CA). As amostras foram
filtradas por membranas de 0.22 um e convenientemente diluidas com
tampao citrato (SPACKMAN et al., 1958).

Os aminogramas foram obtidos por cromatografia em troca ibnica em
autoanalisador de aminoacidos marca Beckmam modelo 7300, acoplado a
uma interface analdgica Beckman, modelo 406 (Goldsystem) e equipado com
coluna de 200 mm de comprimento contendo resina de troca idnica de sédio e
operando em condi¢des definidas pelo fabricante, para hidrolisados protéicos.

A reagdo dos aminoacidos com a ninhidrina ocorre pdés — coluna,
sendo a intensidade de cor medida em colorimetro. As areas dos picos do
aminograma foram comparadas as areas dos picos de uma mistura padrdo de

aminoacidos.
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| 424.3- ANALISE DA COMPOSICAO CENTESIMAL DOS
HIDROLISADOS

A composicdo quimica foi determinada de acordo com métodos padréo
AOAC, 1995. A analise do teor de nitrogénio foi realizada de acordo com o
método de micro-Kjeldahl e o resultado multiplicado por 6,25 para converséo
em proteina. A umidade foi determinada por secagem em estufa a 105°C, até
peso constante. As cinzas, foram determinadas, por incineragdo em mufla a
550°C. Lipideos foram determinados pela extragdo com solventes orgénicos,

como éter etilico, num extrator intermitente como o aparelho de Soxhlet.

Renata Alexandra Moreira das Neves



RESULTADOS E DISCUSSAO 49

5- RESULTADOS E DISCUSSAO

51- COMPOSICAO QUIMICA DO *MINCED” E DOS
HIDROLISADOS

A composicdo dos seis hidrolisados, liofilizados, é apresentada na
tabela 7. Comparativamente é apresentada a composi¢édo do “minced” de
pescado homogeneizado e liofilizado.

Tabela 7 — Composicdo quimica do “minced” e dos seis hidrolisados
protéicos apés liofilizagado. _ i
AMOSTRA COMPOSICAO QUIMICA

Proteina Lipides Umidade Cinzas
(g/100g amostra seca)

‘MINCED” 90,3 0,8 0,3 2,9

H1 Pepsina 1:10.000/ 716 + 04 09 +01 45 +02 14,2 + 0,0
Bromelina

H2 Pepsina 1:60.000/ 746 + 01 10+00 57 +01 16,2 +04
Bromelina

H3 Pepsina 1:10.000/ 757 +08 17 +02 41 +03 14,1 + 00
Quimotripsina

H4 Pepsina 1:10.000/ 722 +01 08 +02 44 +03 17,3 +0,3
Aspergillus oryzae

H5 Pepsina 1:60.000/ 72,9
Streptomyces griseus

H6 Pepsina 1:10.000/ 779 + 04 16 +04 43 01 10,2
Streptomyces griseus

Resultados correspondem a média dos valores obtidos em triplicata.

00 13 +02 41+01 179 02

H

H

0,3

O teor de proteina (N x 6,25) apresentou-se alto, variando entre 71,6
(H1) a 77,9% (H6) e tanto o “minced” quanto os hidrolisados apresentaram
um baixo teor de lipides, que € um aspecto favoravel para minimizar a
oxidacdo lipidica, aumentando a estabilidade desses hidrolisados ao
armazenamento e mantendo a qualidade sensorial por mais tempo. Da

mesma forma, um alto teor lipidico poderia prejudicar também a sua
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utilizacdo em algumas formulagbes de produtos (SYNOWIECKI,2000;
SHAHIDI,1995; MACKIE, 1982).

A baixa concentracao lipidica, inferior ao teor original dos peixes que
deram origem ao “minced” € devida aos ciclos de lavagens empregados no
processamento do “minced” para remogéo das proteinas sarcoplasmaticas,
gordura e outras substancias indesejaveis como sangue e outros pigmentos
(PARK, 1997).

Apoés a secagem, o teor residual de umidade nas amostras foi baixo,
variando entre 4,1 (H3 e H5) a 5,7% (H2). O contetdo de residuo mineral
fixo nos hidrolisados variou de 10,2 (H6) a 17,9% (H5). Esse elevado teor
em relagdo ao “minced”, pode ser explicado pela adigdo de solu¢gdes como
HCI ou NaOH, para controle do pH da reacdo de hidrolise (LIASET et al,

2000; LICEAGA-GESUALDO, 1999; DINIZ, 1997).
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5.2- RENDIMENTO DOS HIDROLISADOS ENZIMATICOS

A recuperacao do nitrogénio nos hidrolisados, em relagdo ao contetido
de nitrogénio no “minced”, foi utilizada para descrever o rendimento do
hidrolisado. A tabela 8 mostra a variagdo na quantidade de proteina
recuperada apds 0s seis ensaios enzimaticos realizados.

Tabela 8 - Recuperacao protéica nos seis hidrolisados enzimaticos

Hidrolisado % Proteina % Proteina | % GH
solavel (Nx8,25) insoluvel

H1 |Pepsina / Bromelina 75,7 £0,9 24,4 +0,9 8,1
H2 | Pepsina / Bromelina 63,4 +4.38 36,6 +48 9,3
H3 | Pepsina / Quimotripsina 84,2 +01 15,8 +0,1 9,8
H4 | Pepsina / Aspergiilus oryzae 63,7+24 364+24 | 7,8
H5 | Pepsina / Streptomyces griseus 94,2+08 59+08 33,3
H8 | Pepsina / Streptomyces griseus 89,0 £t08 11,0+05 17,2

Resultados correspondem a média dos valores em triplicata.

A porcentagem de proteina recuperada variou de acordo com o
sistema enzimatico empregado no processo de hidrélise. Os hidrolisados 5 e
6, obtidos pela agdo das enzimas pepsina/Streptomyces griseus
apresentaram rendimento elevado, onde o residuo insolavel representou no
maximo 11% da proteina original.

Os hidrolisados 1,2 e 4 provenientes da agéo da pepsina/bromelina, ou
da enzima pepsinalAspergillus oryzae, resultaram numa recuperacao de
apenas 64 a 76% da proteina original.

O hidrolisado 3, obtido pela ac&do da pepsina/quimotripsina, apresentou
uma boa recuperagdo de proteina sollvel, da ordem de 84%, quando

comparado com os hidrolisados 1, 2 e 4, indicando que, apesar da enzima
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quimotripsina ter sido responsavel por um reduzido grau de hidrélise, resultou
na solubilizagdo de grande parte da proteina original.

Segundo LIASET (2000), LAHL e BRAUN (1994) e MAHMOUD (1994),
o grau de hidrélise esta positivamente relacionado a solubilidade da proteina.
Foi observado que o aumento no grau de hidrolise resultou em maior
solubilidade da proteina hidrolisada, embora o hidrolisado 2 tenha
apresentado uma diminuigdo da solubilidade em relagdo ao hidrolisado 1, que

talvez possa ser explicado por uma reag¢ao da plasteina.
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5.3- COMPOSICAO EM AMINOACIDOS DOS HIDROLISADOS E
COMPARAGCAO COM REQUERIMENTOS DA FAO

Na tabela 9 estdo apresentados os dados relativos a composicao em
aminoacidos essenciais da amostra de “minced” e de todos os hidrolisados
obtidos, em comparacgéo ao padréo da FAO (3-8 anos), 1991.

O perfil de aminoacidos essenciais do “minced” atende aos valores
recomendados pela FAQO para criangas na idade pré-escolar (3-8 anos) e pela
FAO, 1990 para adultos, apresentando elevado conteudo dos principais
aminoacidos essenciais. O “minced” também mostrou ser grande fonte de
metionina e lisina.

Observamos algumas variagdes nos perfis de aminoacidos dos
hidrolisados em relagdo ao “minced” que parece ser decorrente da
distribuicdo variavel dos aminoacidos entre o hidrolisado e o residuo protéico
insolavel.

A separacdo da fragdo protéica insoluvel da fracdo soltvel do
hidrolisado, resultou em uma diminui¢do no contetido de certos aminoéacidos
como a arginina, fenilalanina, histidina, metionina, prolina, serina, tirosina e
treonina, embora este decréscimo, parece nao ter problema, pois a
concentragBdo de aminodcidos essenciais continua atendendo as
necessidades da FAO. A reducdo da concentragédo de fenilalanina pode até
ser benéfica, quando o objetivo € obter um hidrolisado para pacientes

fenilcetondricos.
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Por outro lado, os hidrolisados apresentaram enriquecimento no
conteildo de aminoacidos como a alanina, acido aspartico, glicina e
glutdmico, quando comparados com a proteina original.

O aquecimento ao qual foi submetido o hidrolisado para inativagéo
enzimatica, no final da hidrdlise, também pode ter sido responsavel pela
modificagdo na distribuicdo dos aminoacidos entre a fragdo sollvel e insollvel

(NETTO e GALEAZZI, 1998).
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5.4- RELACAO DE FISCHER NOS HIDROLISADOS

Os hidrolisados 1 e 4 apresentaram uma relagdo de Fischer de 3,0 e
3,3, respectivamente, sendo de interesse especial para a utilizagéo clinica no
tratamento de pacientes com encefalopatia hepatica. Estes pacientes se
beneficiam com proteinas contendo peptideos curtos e uma alta relagcéo de
Fischer (teor total aminoacidos de cadeia ramificada / teor total aminoacidos
aromaticos). A partir dos primeiros sintomas de melhora do paciente,
recomenda-se um aumento gradual na ingestdo de proteinas por via oral,
porém mantendo pof algum tempo uma relacdo de Fischer, de 2:1. Os
hidrolisados 2, 3, 5 e 6 atenderam a essas necessidades, apresentando uma
relacao 2:1 (FISCHER et al., 1976).
Tabela 10- Relag&o de Fischer nos hidrolisados enzimaticos de “minced”

H1 H2 H3 H4 H5 Hé
(g aminoacido / 100 g proteina)

Aminoéacidos de
Cadeia ramificada

(AACR)
isoieucina 4.1 4.4 4,7 4,4 5,0 4.8
Leucina 8,5 8,6 8,6 8,7 8,7 8,7
Valina 5,2 52 5,3 5,1 54 51

Aminoacidos
aromaticos (AAA)

Fenilalanina 3.1 3,3 3,6 2,9 3,81 3,4

Tirosina 2,9 3,3 3,5 2,7 3,6 3,2
AACR totais 17,8 18,2 18,6 18,2 19,1 18,6
AAA totais 6,0 6,6 7,1 5,6 7,4 6,6
Relacdo de

Fischer 3.0 2,8 2.6 3.3 2,6 2,8

Resultados correspondem a média dos valores em duplicata.
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5.5- DISTRIBUICGAO PERCENTUAL DOS PEPTIDEOS COM
DIFERENTES PESOS MOLECULARES

O tamanho molecular dos peptideos resultantes da hidrélise foi
avaliado por um processo de ultrafiltragdo com membranas de exclusdo
molecular de 30, 10 e 3 KDa. As fragbes isoladas foram hidrolisadas em meio
acido e foi determinado o teor total de aminogrupos existentes em cada
fragdo. A distribuicdo percentual em cada hidrolisado é apresentada na figura
3.

Figura 3- Distribuicdo do peso molecular dos peptideos nos hidrolisados
enzimaticos

?

o

o

0 0> 30 KDa
T ®

] Wm30-10KDa
g O

o8 @10 -3 KDA
H

g W< 3 KDa
2

Q

S

Hidrolisados

Resultados correspondem a média dos valores obtidos em triplicata.

Os hidrolisados 1 e 2 mostraram perfis bastante semelhantes, com
predominancia de peptideos com pesos moleculares inferiores a 10 KDa.
Nesses hidrolisados, 78 e 68% dos peptideos, respectivamente,
apresentaram pesos moleculares inferiores a 10 KDa, apesar do reduzido
grau de hidrdlise.

No hidrolisado 3, correspondente a a¢do da pepsina seguida de

quimotripsina, a distribui¢do de peso molecular foi completamente diferente;

Renata Alexandra Moreira das Neves



RESULTADOS E DISCUSSAO 58

devido a especificidade das duas enzimas, houve predominancia de
peptideos grandes, sendo que 40% possuiam peso molecular igual ou
superior a 30 KDa.

O hidrolisado 4, pepsinalAspergillus oryzae apresentou pesos
moleculares extremos: 62% de peptideos com peso molecular inferior a 10
KDa, e 35% de peptideos com peso molecular igual ou superior a 30 KDa.

Como era de se esperar, o hidrolisado 5, obtido pela agdo da Pepsina
seguida da enzima de Streptomyces griseus, além do elevado grau de
hidrélise, apresentou também a maior porcentagem de pequenos peptideos e
de aminoacidos livres, sendo que 86% do hidrolisado correspondeu a pesos
moleculares inferiores a 10 KDa e destes, 58% a pesos moleculares inferiores
a 3 KDa.

Devido ao elevado custo da enzima, proveniente de Streptomyces
griseus, testamos uma menor concentragdo da mesma, utilizando uma
relacdo enzima:substrato de 1:200, correspondente ao hidrolisado 6. O perfil
de distribuicdo dos pesos moleculares, quando comparado ao hidrolisado 5
néo foi mantido, observando-se uma distribui¢ao equitativa entre as diversas
faixas de pesos moleculares testados.

O conhecimento do peso molecular dos peptideos dos hidrolisados é
essencial para o desenvolvimentos de férmulas nutricionais. Peptideos com
pesos moleculares acima de 5KDa podem ser responsaveis por algum tipo de
alergia alimentar. Todos os hidrolisados apresentaram peptideos com pesos
moleculares maiores que 30 KDa, ndo podendo ser utilizados, como um todo,

por pacientes com alergias alimentares.
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5.6- PERFIL DE AMINOACIDOS DAS FRACOES PEPTIDICAS DOS
DIVERSOS HIDROLISADOS

Foi determinada a distribuicdo percentual de cada aminoacido nos
hidrolisados de 1 a 6, bem como das fragdes de diferentes pesos moleculares
destes hidrolisados, com o objetivo de verificar se houve uma variagdo no
perfil de aminoacidos, causada pela separagao das fracdes.

Podemos verificar que a distribuicdo dos aminoéacidos nas diversas
fracdes com pesos moleculares distintos assemelha-se ao perfil de
aminoacidos do hidrolisado total., conforme apresentado nas tabelas 11a e 11
b.

No entanto, em relagdo a histidina e a metionina foram observadas
variacdes cuja extensdo devera ser avaliada, ainda sob o ponto de vista de

significancia nutricional, se as fragdes forem utilizadas individualmente.
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A distribuicdo da fenilalanina nos hidrolisados e em suas fragdes
isoladas, foi de interesse no nosso estudo, sendo apresentada na tabela 12.

Tabela 12 - Perfil de distribuicdo da fenilalanina nos hLdroIisados totais e nas
fracOes peptidicas obtidas a partir desses hidrolisados
Peso Molecular (KDa)

Total >30 30-10 10-3 <3
Hidrolisado % Fenilalanina (nmoles)

H1 2.4 24 2.1 2,4 2,6
H2 2,6 2,6 2,5 2,6 29
H3 2,8 2.6 2,4 2,8 4.1
H4 2,3 2,2 1,0 2,5 2,7
H5 2,9 2,7 2,6 2,5 3,3
H6 2,6 2,7 2,3 2,4 3,5

1 o ~ .
Resultados expressos como % de cada aminoacido em relagéo ao conterido total
de aminoacidos na fragéo analisada

As fragdes com pesos moleculares < 3KDa, dos hidrolisados 1 e 2
apresentaram uma pequena elevagdo da concentragdo de fenilalanina, em
relacdo ao hidrolisado total, possivelmente devido ao baixo grau de hidrélise
(8 e 9%), respectivamente.

Observamos que o hidrolisado 3 apresentou uma maior concentragéo
de fenilalanina (4,1%) e de tirosina (3,6%) na fragdo com peso molecular
inferior a 3 KDa, em relagdo ao hidrolisado total. A quimotripsina, uma das
enzimas utilizadas para a obten¢do do hidrolisado 3, possui uma maior
afinidade por aminoacidos aromaticos, o que explica a liberagdo destes
aminoécidos aromaticos, apesar do baixo grau de hidrélise (9,8%), mostrando
que essa enzima € a mais indicada para liberar a fenilalanina. Este fato é
especialmente importante quando se procura remover a fenilalanina do

hidrolisado.
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Infelizmente, devido ao reduzido grau de hidrolise, esta fracdo (<3
KDa) representa apenas 10% do hidrolisado total, ndo justificando, nestas
condigdes, um processo tecnoldgico para a remogéo da fenilalanina.

A fracdo com peso molecular entre 30 e 10 KDa do hidrolisado 4
também apresentou uma concentracéo reduzida de fenilalanina, em relagédo
ao hidrolisado total e o rendimento protéico dessa fracdo também foi muito
reduzido, em torno de 4%.

Os hidrolisados 5 e 6 apresentaram a fragdo menor que 3KDa com
uma elevada concentracdo de fenilalanina em relagdo as demais fragdes.
Neste caso, ao contrario do que ocorreu nos hidrolisados 3 e 4, o elevado
grau de hidrdlise (33 e 17%) parece ter sido responsavel pela liberagdo da
fenilalanina. A frag@o < 3KDa, correspondeu a 57 e 28%, respectivamente, do
hidrolisado total.

Eventualmente, essa fragdo poderia ser submetida a um processo de
remogdo da fenilalanina, para se tornar Gtil como fonte protéica para
pacientes fenilcetonuricos. Nesse caso, a cromatografia em gel (GPC) por
excluséo do peso molecular com Sephadex-G15, por exemplo, poderia ser
utilizada para remover a fenilalanina livre. Devido a natureza hidrofébica do
Sephadex-G15, a fenilalanina, tirosina e ftriptofano (aminoacidos com
caracteristicas hidrofébicas) sofrerdo um retardo durante a eluigéo, levando a
uma marcada redugdo no contetdo destes aminoacidos (BAUTISTA et al.,
1996; ADACHI et al., 1991, TANIMOTO et al, 1991, ARAI et al., 1986;
YAMASHITA et al., 1976).

Apesar do carvdo ativo ser considerado um adsorvente inespecifico,
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ele tém sido descrito na literatura como um meio de adsorgdo para separar as
moléculas hidrofébicas, reduzindo o sabor amargo do hidrolisado, removendo
impurezas e clarificando o hidrolisado, tornando-se préprio para este tipo de
aplicacdo. Posteriormente, o carvdo poderia ser removido, por exemplo, por
técnicas de filtracdo (SYNOWIECK e AL-KHATEEBI, 2000; PEDERSEN,

1994; LOPEZ-BAJONERO et al., 1991).

Renata Alexandra Moreira das Neves



CONCLUSOES 65

6- CONCLUSOES

“#< (s hidrolisados apresentaram um rendimento variando entre 63,4 e
94,2%, dependendo do sistema enzimatico utilizado. Os hidrolisados
liofilizados continham teores protéicos semelhantes entre si, em média

73,6% e um teor lipidico muito reduzido, da ordem de 1,4%.

“*<Todos os hidrolisados apresentaram uma composi¢do em aminoacidos
semelhante entre si, atendendo as recomenda¢des da FAO 1991, para

criangas entre 3 e 8 anos e para adultos.

== (s hidrolisados 1 e 4 sao indicados para o tratamento de pacientes com
encefalopatia hepatica, pois apresentaram uma relagéo de Fischer elevada,

de 3:1, e uma elevada concentracéo de peptideos pequenos.

<0 processo de ultrafiltracdo, com membranas de exclusido molecular,
mostrou ser um método de baixo custo e eficiente para separar as fragcoes
peptidicas com diferentes pesos moleculares e pouco interferiu na

distribuicdo dos aminoacidos .

<*=<No hidrolisado 5, a fragdo com peso molecular menor que 3 KDa,
apresentou uma porcentagem elevada (57%) de peptideos com baixo peso
molecular, podendo ser utilizada no tratamento de pacientes com alergias

alimentares.

o= Llém de apresentar uma porcentagem alta de peptideos com baixo peso
molecular, a fragdo < 3KDa (H5), apresentou uma elevada concentragao de

fenilalanina, podendo ser submetida a um processo de remogdo da
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fenilalanina, para posterior formulagdo de dietas para pacientes

fenilcetondricos.
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