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RESUMO

Este trabalho teve como objetivo a obtengdo ¢ caracterizagio gaimica ¢
imunolégica parcial da plasteina produzida a partir de hidrolisados pancredticos de
caseina ¢ isolado protéico de soja (IPS). A aplicagdo deste produto foi considerada na
terapia da alergemicidade as proteinas do leite de vaca ¢ & outros alimentos, cuja
hipersensibilidade seja do tipo imediata. Estudo sistematico das condigdes de hidrolise
enzimatica do IPS ¢ caseina foi realizado, onde variou-se a concentragio do substrato e
a relagfio enzima/substrato mantendo constante o pH, o tempo ¢ a temperafura do
sistema de reacdo. Para a produglio da plasteina foram wtilizados os idrolisados de
IPS (HI) e caseina (HC), variando-se a concentragio do substrato, a relagfio HI : HC ¢
o pH do meio de reaglio. Os rendimentos das reagbes de hidrolise e de sintese de
plasteina foram determinados, respectivamente, com base na solubilidade ¢
insolubilidade do nitrogénio em solugfo de acido Tricloroacético a 10%. A melhor
condiclio para obtengdo dos hidrolisados de IPS e caseina foi de 5% de substrato,
relagiio B/S de 1720, pH 7,5; mcubagio 2 37°C durante 6 horas, sob agitagio constante.
O melhor rendimento das plasteinas foi obtido quando utilizado 40% de substrato em
pH 7,0 nas relagbes de Bl : HC de 50 : 50 (PL50) e 75 : 25 (PL75}, durante 24 horas
sob repouso. O sistema enzimatico, a relagio enzima/substrato ¢ a temperatura do meto
de reagfio foram mantidos constantes em relagfo & hidrélise. Os pesos moleculares dos
hidrolisados e plasteinas, determinados por Filraglio em Gel Bio Rad P-60,
apresentaram faixas de 58.000; 15000 ¢ 420 daltons para HC, 45.000 e 420 daltons
para Hi, 45.000; 32.000; 12.500; 8.600 ¢ 330 daltons para PL30 e 47.000; 32.000;
11.000; 9.600; 6,700 e 420 daltons para PL75. O comportamento eletroforético {3DS-
PAGE) dos hidrolisados ¢ plasteinas ndo apresentaram diferencas, evidenciando
apenas a elevada extensdo da hidrélise quando comparado s proteinas intactas. A
qualidade protéica das matérias primas, hdrolisados ¢ plasteinas avaliada por métodos
int vitro, apresentou paia o IPS digestibilidade significativamente diferente de 91,48%
(p < 0,05) em relaglio 4 caseina (96,85), HI (98,33%), HC (99,06%), PL50 (98,02%) ¢
PL75 (97,89%). Os resultados do escore quimico (%) para a plasteina PL50 (103.82) e
para PL75 (87,29) revelaram melhor qualidade para o produtc PL50. Os teores de
aminoacidos livres das plasteinas foram semelhantes (= 12%) ¢ intermediario ao obtido
para os hidrolisados HC (6,15%) e HI (16,48%5). Os aminoacidos essencials Lisina,
Metionina, Fenilalanina e Triptofano foram liberados em maior grau em relaglo aos
afio essenciais, sendo a Prolina ndo detectada, na forma livre, nas amostras estudadas.
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A atividade do inibidor de tripsina do IPS (42,78 UTI/mg de proteina) foi reduzida em
50,5% no hidrolisado HI e 80,7% e 71,0% nas plasteinas PL30 e PL75,
respectivamente. A avaliagho imunolégica das plasteinas e hidrolisados, realizada por
Anafilaxia Cutanea Passiva (PCA) indicou ndo indugio da resposta imune especifica.
s resultados obtidos sugerem que a plasteina PL30 ¢ a mdicada para a realizagio de
estudos posteriores necessarios a sua futura aphicagdo na alimentagfio humana.
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SUMMARY

Plasteins produced from pancreatic hydrolysates of casein and soy
protein isolate (SP1) were characterized using both chemical and partial mmunological
assays. These products were considered to be potentially usefull in the diet of persons
suffering from an allergy of hypersensitivity to the proteins in various foods such as
cow's milk. A systematic study to the enzymatic hydrolysis conditions of SP1 and
casein was conducted, with the concentration of the substrate and the ratio of enzyme
ta substrate varied while the pH, time and temperature of the reaction system were
mantained constant. The hydrolysates of SPI (HI) and casein (HC) were used for the
production of plastein, and the concentration of the substrate, the ratio of HI HC and
the pH of the reaction medium were systematically controlled. The yield of the
hydrolysis reaction and that of the synthesis of plastein were determined on the basis
of solubility and insolubility of nitrogen in a 10% trichloroacetic acid solution,
respectively. The optimum conditions for the obtention of hydrolysates (of SPI and
casein) were the use of a substrate concentration of 594 and a ratio of 1 ; 20 enzyme 1o
substrate at a pH of 7,5, with an incubation temperature of 37°C for 6 hours under
constant stirring. The optimum vield of plasteins was obtained with a 40% substrate
concentration at a pH of 7,0 for 24 hours without stirring for two equivalent HI © HC
ratios 50 : 50 (PL50) and 75 : 25 (PL75); the enzymatic system, the ratio of enzyme to
substrate and the temperature of the reaction medium were maintened constant. The
molecular weights of the hydrolysates and plasteins were determined by filtration
Bio Rad Gel P-60; these substances revealed bands of 58,000; 35,000 and 420 daltons
for HC; 45,000 and 420 daltons for HE; 45,000; 32,000; 12,500; 8,600 and 350 daltons
for PL50 and 47.000; 32,000; 11,000, 9,600; 6,700 and 420 daltons for PL75, The
eletrophoretic behaviour (SDS-PAGE) of the hydrolysates and plasteins did not reveal
any differences except for a high degree of hydrolysis in comparision to that for intact
proteins. The protein quality of the raw materials, hydrolysates and plastein was
evaluated in vitro and the SPI digestibility was significantly less (91,48%; p < 0,05)
than casein (96,85%), HI (98,33%), HC (99,06%), PL50 (92,02%) and PL7S
(97,89%). Chemical analysis (score) showed PL30 plastein to be superior to that of
PL75 (103,82% e 87.,29%, respectively). The free amino acid content of the two types
of plasteins was similar (= 12%), and intermediate to that of the hvdrolysates {6,19%
and 16,48% for HC and HL respectively). The amino acids Lysine, Methionine,
Phenylalanine and Tryptophan were liberated in greater amounts than were the non-
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essential amino acids; Proline was not detected in free form in the samples studied.
The Trypsin Inhibiting Factor of the SPI (42.78 UTi/mg of protein) was reduced
50.5% in the HI hydrolysate and 80.7% and 71.0% in PL30 and PL75 plastein,
respectively. Immunological evaluation of the plasteins and hydrolysates carried out by
passive cutaneous anaphylaxis (PCA) indicated the lack of a specific tmmune
response. The results obtained suggest that PL50 plastein is the most appropriate
candidate for the conduction of the further studies necessary for eventual use n human
food.



1. INTRODUCAO

A importincia dos alimentos como agentes TESPONSAVELS por distiarbios
alérgicos tem sido relatada desde o inicio dos registros histéricos (Hippberates 460-
370 A.C., citado por SIMPOULOS, 1986). Contudo, estudos rigorosos vem sendo
realizados somente nas duas dltimas décadas, apresentando controvérsias que dever-
se, em parte, aos dados conflitantes € contraditorios dos estudos clinicos realizados,
bem como A auséneia de termos precisos € regulamentados (ESTEBAN, 1992).

A "reagio adversa ao alimento” € a resposta anorimal exibida por cerios
individuos ap6s ingestiio de alimentos que sfio usualmente tolerados pela maioria dos
individuos de uma mesma comunidade. A "alergia alimentar” € um tipo de reagdo
adversa que envolve o sistem imunologico ¢ que afeta tanto adultos quanto criangas, as
quais apresentam malor incidéncia.

O mecanismo imunolégico primario envolvido nas reagdes alérgicas aos
alimentos é principalmente a reagio de hipersensibilidade imediata, a qual ¢ mediada
pelo complexo alergeno-IgE (TAYLOR, 1992). Os 6rgaos afetados incluem a pele ¢
mucosas, O sistema respiratério e o trato gastrointestinal (MERRIT et alii, 1990).

Os principais alergenos alimentares que tem sido identificados s@o de
natureza protéica. Destes, as proteinas de origem animal constituem 0§ principais
alergenos na populagdo infantil, destacando-se as proteinas do ieite de vaca, OVOS €
peixes. Entre as fontes protéicas de origem vegetal, as leguminosas sdo as mats
importantes.

Fmbora qualquer alimento possa st potencialmente um sensibilizador, a
quantidade de alimento consumida adicionada de seu potencial alergenico intrinsico,
afetam a manifestagic da alergia na populagio (ESTEBAN, 1992). Além disso, fatores
adicionais incluem: listéna familiar de alergia, idade, fatores intestinais
(digestibilidade e permeabilidade) ¢ influéncia da alimentagio e meic ambiente {
B LIS et alii, 1991; BISHOP et alii, 1990).




As propriedades especificas que tornam uma protéina alergénica ¢ que
3o responsaveis pela sua habilidade em estimular a producdo de IgE incluem
basicamente o peso molecular, sequéncia dos aminodcidos, conformagao do peptidio e
sua solubilidade em fluidos biologicos (BARRET, 1988).

A terapia convencional da alergia alimentar consiste da eliminacfio , na
dieta, dos alimentos fontes dos alergenos envolvidos (OGAWA et ahi, 1991}
Entretanto, dependendo da idade do individuo ¢ do grupo de alimento afetado tal
chimmaclio poderd ocasionar em mé putricho quando o periodo de tratamento €
prolongado.

Considerando serem os alergenos alimentares resistentes a varios
tratamentos durante o processamento, inclusive o calor e pH dcido, formulados
contendo fontes protéicas modificadas tem sido desenvolvidos visando sua aplicaglo
na terapia da alergenmicidade Estes formulados mcluem basicamente ¢ uso de
hidrotisados enzimaticos de caseina e, mais recentemente, hidrolisados de soro lacteo.

Para uma formula ser designada "hipoalergénica” devera apresentar a
base protéica modificada e com antigenicidade reduzida em 90% dos individuos
afetados (ACADEMIA AMERICANA DE PEDIATRIA, 1991). Ademais, devem
apresentar adequacidade nutricional e boa aceitabilidade sensorial.

A utilizagio destes hidrolisados como formulas “hipoalergénicas” tem
gerado controvérsias. SAYLOR & BAHNA (1991}, BISHOP et alii (1990) e BOCK et
alii (1989) descreveram a ocorréncia de anafilaxia em criangas alérgicas ao leite de
vaca apds a ingestio de uma formula contendo hidrolisado de caseina. ELLIS et ali
(1991) reportaram reaglo anafilatica apds ingestdo de hidrolisado de soro lacteo, em
criangas alérgicas ao leite de vaca e tolerantes & formula contendo hidrolisado se
caseina. Bm adigsio, MERRIT et alii (1990) consideram que este formulado contendo
hidrolisado de soro lacteo poderia ser uma alternativa aceitdvel para as criangas com
intolerincia, mas nfio com alergia severa mediada por IgE.

Assim, julgamos necessrio o desenvolvimento de um produto proteico
obtide por modificagiio enzimitica que apresenie propriedades quimicas e
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imunologicas  diferentes dos hidrolisados até entio obtidos. Nesse  contexto,
procedemos a obtengao da plasteina considerando que este processo permite alteracdes
na proteina intacta & nivel de estrutura, & qual estd relacionada a génese da alerga
alimentar.

A plasteina ¢ um produio protéico obtido por processo enzimatico que
ocorre de modo reverso & hidrolise usual por proteinases. Durante 0 processo pode
ocorrer formagio de ligagho peptidica por condensacfio e/ou transpeptidagdo ou ainda
a formagio de agregados devido as interagbes nio covalentes, principalmente do tipe
hidrofabicas (WATANABE & ARAL 1988; SUKAN & ANDREWS, 1982),

As propriedades e o rendimento da plasteina dependem do grau de
degradagdo do hidrolisado aplicado, tipo ¢ concentragdo do substrato, espécie
enzimitica e condices especificas da reagdo, como pH, tempo ¢ temperatura da
reagiio {LUDWIG et alii, 1986).

A reagdo de plasteina pode ser aplicada aos produtos alimentares para a
melhoria da aceitabilidade de hidrolisados protéicos, eliminando © sabor amargo
destes. O valor nutritivo das proteinas também pode ser melhorado através da
incorporagio de etil éster de amiinodcidos ou pela aplicagio de musturas de
hidrolisados utilizados como substrato (BELIKOV & GOLOLOBOV, 1986

Neste trabalho, pretendemos obter as condigdes mats adequadas para a
realizaglio das reagbes de hidrolise € sintese de plasteina a partir dos hidrolisados
pancredticos de isolado protéico de soja ¢ caseina. Os hidrolisados e plasteinas
selecionados serdio entfio submetidos & caracterizagdo quimica ¢ imunolégica parcial,
visando sua futura aplicaciio clinica na terapia da alergenicidade.

Pretende-se também obter um produto de qualidade mutricional adequada
¢ de baixo custo quando comparado aos hidrolisados de caseina e soro lacteo
existentes no mercado, através da mistura de proteinas do IPS ¢ casefna. Estas matérias
primas apresentam boa disponibilidade no mercado nacional, sendo o IPS um
pmportante produto de exportagio.




A realizagio deste estudo propicia o desenvolvimento de tecnologia
nacional promovendo a integragio universidade-industria visando a resoluglo de um
problema clinico aplicade, utilizando conhecimentos e metodologias basicas.




2. REVISAO B!BLI()G’RAFICA
2.1, ALERGIA ALIMENTAR
3.1.1. Introducéo

A importincia dos alimentos como agentes responsavels por distirbios
alérgicos tem sido ha muito tempo objeto de debates, embora estudos rigorosos tenham
sido realizados somente nos fltimos vinte anos. As controvérsias existentes atualmente
devem-se, em parte, aos dados conflitantes ¢ contraditérios dos estudos clinicos
realizados, bem como & auséneia de termos precisos € regulamemad% (ESTEBAN,
1992).

O termo "reago adversa ao alimento” tem sido usado para descrever 8
resposta anormal exibida por certos individuos apos a Ingestao de alimentos que sao
usualmente tolerados pela maioria dos individuos de uma mesma comunidade. Esta
yesposta anormal tem sido relatada desde o inicic dos registros historicos. Hippdcerates
(460-370 A.C) foi um dos prumeos a reconhecer gque o leite de vaca poderia causar
distrbios gAsiicos € urticaria (SIMOPOULOS, 1986), Um dos primeiros Tegistros
americanos sobre alergia ao ieite de vaca foi feito por Talbot em 1916
(SIMOPOULOS, 1986).

O termo alergia ¢ assim usado para descrever uma reagdo imunologica
alterada 4 wm material estranho, & qual ¢ entdo denominado de alergenoc. Muitos destes
alergenos s30 comumente proteinas, embora uma variedade de outros compostos
tenham sido impticados (TAYLOR, 1992).

A "alergia alimentar” ou "hipersensitividade alimentar” é um tipo de
reagiio adversa ao alimento que envolve o sistema ioune, Outros tipos de rteaghes
adversas podem inchar aquelas mediadas por mecanismos farmacologicos, tOXicos,
metabélicos e neuropsicologicos. A alergia ¢ a intolersncia alimentar podem s¢
confundir devido aos sintomas similares produzidos, especialmente as manifestagdes
clinicas localizadas no 1rato gastrointestinal (POLANCO, 1992} Visando eliminar



confuses quanto aos termos utilizados, tem sido sugerido o termo "intolerdncia
alimentar” as condi¢es de patogénese nio imunologica (ANDERSON, 1986).

Considerando a quantidade de alimentos processados que o sistema
gastrointestinal recebe durante a vida de um individuo, nio ¢ surpreendente , sob certas
circunstancias, que este material estranho possa produzir uma reagio adversa e¢/ou
servir como veiculo para agentes nocivos (ESTEBAN, 1992). A frequéncia destas
reagdes e a diversidade dos agentes causadores parecem ter aumentado durante este
século, e mais precisamente, durante as dltimas duas décadas. Entre os fatores que
provavelmente contribuiram para este fenbmeno se inclui as mudangas drésticas no
meio ambiente e estilo de vida ¢ os habitos alimentares dos individuos. As
modificacSes durante a produgdo da fonte alimentar, processamento e preservagio, tem
introduzido ao trato gastrointestinal novos componentes dietéticos. Ao mesmo tempo,
Wi um aumento no nimero de individaos com imunodeficiéncia genética ou adquirida,
como provavel sinal de imaturidade ou involugdo de nosso sistema digestivo ou
metabdlico (ESTEBAN, 1992; WALKER, 1992).

Além dos alimentos, uma ampla variedade de aditivos contaminantes
sio encontrados  nos produtos alimentares e que podem desenvolver reagles
adversas. Dentre eles, destacam-se o metabissulfito de sodio, glutamato monossodico ¢
a5 corantes azotados, pincipalmente o tartrazine (SAMPSON, 1986). Uma ampla
variedade de alimentos contém aminas vasoativas e outros agentes farmacolégicos
capazes de induzir diversos sintomas gastrointestinais ¢ neuroldgicos. O agente
farmacoldgico mais consumido ¢ a cafeina. Enire as aminas vasoativas, a histamina ¢
tiramina estdo presentes em uma variedade de alimentos. Queijos, came de porco,
calsichas e alimentos fermentados contém quantidades significativas de histamina {>
225 ug/mg de alimento). Vérios tipos de queijos, abacate e arenque em  COnNsServa
constituem fontes da tiramina (>100 ng/mg de alimento) . Alem destes compostos,
varias alcaldides como a solanina também podem produzir distirbios gastrointestinais
(SAMPSON, 1986).

A alergia alimentar é um problema nutricional que afeta tanto criangas
quanto adultos, sendo que a malor incidéncia esth presente entre o5 primeiros. A



prevaléncia de alergia & proteina de leite de vaca ¢ estimada entre 1,0 ¢ 7,0% da
populagio infantil (MERRIT et alii, 1990).

A eliminaciio dos alimentos responsaveis pela alergia tem s1do
recomendada como terapia convencional. Entretanto, se ocorfe sensibilidade por
miltiplos alimentos ou se alimentos nutricionalmente importantes estio implicados, tal
eliminagdo poderd ocasionar em ma nutrigho guando o perfodo de tratamento ¢
prolongado (OGAWA et alii, 19913,

Embora qualquer alimento possa s¢r potencialmente um sensibilizador, a
quantidade de alimentos consumida adicionada de seu potencial alergénico intrinsico,
afetam a manifestagio da alergia na populagdo (ESTEBAN, 1992). A grande
frequéncia de alergia a soja no Japéo (SHIBASKI et alii, 1980), as nozes em geral nos
Estados Unidos (SACHS et alii, 1981) e aos peixes na Escandinavia (ESTEBAN,
1992) é associada as quantidades destes alimentos consumidos nos respectivos paises.

CRESPO et alii (1992) ao ordenar, pela distribuigdo de frequéneia, os
alergenos mais importantes durante o primeiro ano de vida, demonstrou ser o leite de
vaca o alergenc inicial mais importante, abrangendo 97,5% do total do nimero de
casos, sendo a maior frequéncia verificada durante o primeiro e segundo trimestre do
1 ano de vida. Os alimentos seguintes compreenderam ovos € peixes, com 64,4% ¢
47.9% do total do nimero de casos, respectivamente. Em oposigfio, estes alimentos
apresentaram maior frequéneia alergénica durante o terceiro e quarto trimestre do 1°
ano de vida.

3.1.2. Mecanismes imunolégicos envelvides na alergia alimentar

No homem estiio presentes 5 classes moleculares de imunoglobulinas,
designadas IgG, IgA, IgM, IgD e IgE. Destas, a Ig(G € a mais conhecida ¢ representa
cerca de 80% do total dos anticorpos no antisoro (1275 £ 500 mg/dl). Este elevado
aivel sérico é o resultado dos elevados valores de sintese (cerca de 28 mg/kg de peso
corporeo/dia) e meia-vida de aproximadamente um més. Possui peso molecular de
150.000, dos quais 2,5% estiio sob a forma de carboidratos. Sua molécula consiste



basicamente de duas cadeias H e L, unidas por ligagdes disssulfeto (H,L,) (BARRET,
1988).

A IgA representa somente 5 a 15% de todas as y-globulinas séricas (225
+ 5% mg/dD). Estudos estruturais tem revelado que a IgG ¢ a IgA possuem varias
caracteristicas em comum. Ambas s30 compostas de quatro cadeias peptidicas, duas
cadeias L e duas H. As cadeias L { x- ¢ ’-cadeias) em ambas as moléculas sdo
idénticas. As cadeias H da IgA diferem da IgG por conter um grande conteido de
carboidratos, aproximadamente 10% do total da molécula ¢ apresentarem diferengas na
sequéncia dos aminodcidos. A relagdo de IgG : IgA no soro é de 6 : 1 isto também &
verdadeiro para os fluidos sinoviais, fluido cérebroespinhal, humor aquoso ¢ oulras
secrecbes internas. Em contraposigio, nas secregfies externas como 0 colostro e leite
de transicio, muco nasal e respiratério, muco intestinal e saliva, a IgA esta presente em
concentragBes muito mais elevadas que a IgG ou IgM. O componente secretorio €
encontrado como parte da IgA em vérias espécies animais examinadas, mcluisive em
hemmanos. Este componente existe como cadeia peptidica simples ¢ € pobre em
metionina ¢ rico em glicina. Cerca de 11% de seu peso esta sob a forma de
carboidratos (BARRET, 1988).

A IgM é a imunoglobulina de maior peso molecular (~ 950.000) e
constitui cerca de 5 a 10% ( 125 £ 43 mg/dl) das immoglobulinas do soro no homem
adulto. Devido o sen peso molecular ser cinco vezes maior que o da lgG, tem sido
considerado que a IgM ¢ constituida de 10 cadeias L e 10 H também unidas por
figagoes dissulfeto (BARRET, 1988).

A IgD é uma imunoglobulina tipica (H,L,) ¢ estd presente no soro ¢erca
de 150 vezes menos que a 1gG (30 ug/mb). A IgE estd presente em pequenas
quantidade no soro (< de 1%) ¢ apresenta peso molecular de 190.000. Os
carboidratos representam cerca de 10,7 a 11,7% do total da molécula. As propriedades
destas imunoglobulinas estdo esquematizadas na Tabela 1 (BARRET, 1988).




Tabela 1. Comparagio das propriedades das imunoglobulinas classicas
0e IgE (BARRET, 1988).

sm———— IT—
Propriedades Imunoglobulinas classicas IgE
Imunoglobulinas incluidas IgG, 1gA, IgM, 1gD igk
Estabilidade a 56 - 60°C pelo
periodo de 30 minutos a 4 estavel labsl
horas
Reagdes com antigeno in precipitago, aglutinagio, combinacfio ndo
vitro fixaco de complemento, observada diretamente
ete " na reagio
Classes de alergia associada citotdxica e complexo o o
] imediata ou atopica
imune
Passagem placentaria 1gG ndo

Os mecanismos imunologicos envolvidos na alergia  as proteinas
alimentares podem ser categorizados conforme proposto por GELL & COOMBS,
1978 (citado por BARRET, 1988) em: (a) Hipersensibilidade imediata (IgE); (b}
Anticorpos citotoxicos (1gG); {¢) Complexo antigeno-anticorpo com ativagdo do
complemento ¢ (d) Hipersensibilidade tardia (células T).

O mecanismo imunoldgico primario envolvido nas reagdes alérgicas 208
alimentos & provavelmente a reagio de hipersensibilidade imediata, a quai € mediada
pelo complexo alergeno-igE (TAYLOR, 1992). Neste caso, os sintomas aparecem em
pouces minutos, usualmente néo mais que wma hora apos a exposicdo ao alergeno. Os
orglios afetados incluem primariamente a pele e mucosas, o sistema respiratorio € o
trato pastrointestingl. Assim, 08 sintomas deste distirbic podem ser £xpressos como
eczema, urticaria, angioedema, rinite, asma, dor abdominal, vOmito, diarréia e outros
(MERRIT et alii, 1990; CATSIMPQLAS, 1979}

MINFOR et alii (1982) ao revisarem o quadro clinico de 68 criangas com
intolerdncia ou alergia alimentar, verificaram que das criangas afetadas, 79%%
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apresentarant s primeiros sintomas durante primeiro ano de vida. Quarenta ¢ 0ito
{70%) criangas apresentaram sintomas gastrointestinais {vomito, diarréia, ¢olica ¢
distensio abdominal), 16 (24%) manifestacdes cutineas (eczema, urticaria), e 4 (6%)
sintomas no sistema respiratorio (asma).

gtes sintomas sfo ocasionados por compostos denominados mediadores,
os quais sdo constituidos por aminas vasoativas ¢ polipeptidios, sendo a histamina o
rnais importante por ser identificado aos sintomas clinicos tipicos. Estes mediadores
sio liberados por mastocitos e baséfilos sensibilizados (PERLMAN, 1977). Esta
sensibilizagfio resulta da interagdo entie © alergeno e a IgE especifica na superficie
destas oélulas. Esta ligagio impde certos requerimentos estruturais ao alergeno, o qual
deveria ser capaz de se ligar 4 duas moléculas de anticorpos IgE na superficie da
membrana destas células. Consequentemente, o alergeno deve apresentar extensao
apropriada para permitir tal ligacao, podendo possuir mais de um sitio de ligaco. Esta
extensdo parece estar relacionada a trés fatores basicos: a imunogenicidade da
proteina, a permeabilidade intestinal 4 a0 requerimento de ligagio (TAYLOR, 1992),

O sistema de transporte de peptidios, diferentemente dos aminodcidos,
tem sido descrito a nivel das membranas nas vilosidades e desermpenham um papel
importante na assimilagio de proteinas (MATTHEWS, 1977} A hidrolise intracelular
de peguenos peptidios ¢, assim, um importante estdgio da digestdo protéica.
Atualmente, tem sido aceito o conceito de que quantidades significantes destes
peptidios possam escapar desta digestdo final e passar 2 circulagdo sob forma intacta
(GARDNER, 1988).

A assimilagiio dos peptidios plasmaticos foi recentemente demonstrada
por KUROSAWA et alii (199 13. Os autores verificaram que dipeptidios administrados
por via intravenosa ou através de perfusio no figado eram rapidamente hidrolisados em
seus aminoacidos constituintes. Os resultados mostraram também que todos os Orgdos
testados (com exceglio do cérebro} possuerm habilidade intrinsica para assimilar os
dipeptidios. Assim, do ponto de vista nutricional, os peptidios plasmaticos de tamanho
apropriado podem ser considerados equivalentes aos seus aminoacidos constituintes.
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O intestino tem sido reconhecido como importante brgio do sistema
imune. Além de conter, a nivel de mucosa, uma populagio substancial de linfécitos ¢
macréfagos, o intestino delgade contém nuImMErosas placas de Peyer, claramente
discernidas como nodulos do tecido linfoide. Estas placas parecem exercer duas
funches distintas: imunizagdo acs antigenos que tenham cruzado o epitélio, e intbigio
do antigeno pela promoglo da digestio intraluminal {om na superficie  das
vilosidades GARDNER, 1988).

As células M (ou células membranosas) desempenham papel importante
no intestino como orgdo imunologico.A hipdtese € de que estas células permitem o
acesso direto do antigeno luminal aos linfécitos sub-epiteliais, podendo elicitar uma
resposta tmune (GARDNER, 1988). Outro resultado do acesso de antigenos aos
tecidos linfoides associadoes é a sintese de IgA secretoria. Este anticorpo na forma
dimera combinado a uma proteina secretona sdo encontrados em grande quantidade no
glicocalix na superficie epitelial. Tem sido relatado sua fungio na redugfio da ligagdo
bacteriana 4 superficie epitelial, inibindo a toxina cholera, assim como a formago de
complexo imune antigeno-igA , 0 que promove 4 migragio do antigeno is membranas
de superficie dos enterdeitos ¢ a endacitose (FERGUSON, 1984).

SHAH et alii {1982) ao determinarem os niveis de anticorpos (igA ¢
IgM) no fluido duodenal de individuos sensibilizados as proteinas do leite de vaca,
demonstraram que estes aumeniam em paralelo & atividade proteolifica seguida de
estimulagio pela pancreozimina e secreting. Este estudo sugere que a ingestdo dos
alimentos por si $6 aumentam 0S anticorpos disponiveis.

Outros polimeros bioldgicos que, em sua forma quimica pura ndo sio
considerados antigenos, podem se acoplar covalentemente as proteinas ou
polissacarideos para formar neoantisoros in vivo sendo denominados haptenos. Os
4cidos nucleicos (RNA e DNA) assim como 08 lipidios podem desempenhar fungio
hapténica. Compostos como sais livres de diazénic e compostos dinitrofenil fliior ¢
cloro substituidos sfio representativos de haptenos altamente reativos (BERZOFSKY,
1985).
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O peso molecular de 10.000 daltons representa limite minimo para uma
resposta imunogénica, embora pequenos peptidios e outras moléculas podem se ligar
a0s peptidios maiores e induzir a resposta haptémica (TAYLOR et alii, 1987).
Proteinas como msulina (PM 5.700), protaminas € histonas (PM 6.000) e fragles da
gelatina de baixo peso molecular (PM 10.000) sio considerados antigenos fracos. Os
polissacarideos de peso molecular equivalente ao das proteinas so frequentemente
menos antigénicos devido ao fato de serem, usualmente, constituidos de somente 4 ou
5 unidades diferentes de monossacarideos, enquanto as proteinas contém de 18 a 20
aminoacidos diferentes . A heparina (PM 17.000), por exemplo, nfo & imunogénica
(BARRET, 1988).

0 timite superior para o peso molecular de um alergeno pode ser ditado
pela sua retenglio na mucosa intestinal. Proteinas com peso molecular maior que
70.000 daltons provavelmente ndo sdo absorvidas pela mucosa intestinal, ndo tendo
acesso as células produtoras de IgE do organismo (TAYLOR et alii, 1987).
FERGUSON (1984) observou que a maioria dos alergenos alimentares apresentam
peso molecular na faixa de 18.000 a 36.000 daltons; enquanto TAUDORF et alil
(1984) os considera na faixa de 10.000 - 50.000 daltons.

Em cada alergeno hd regides especificas de tamanho limitado que
funcionam como sitio antigénico determinante, também conhecidos como gpitopos. O
mimero de determinantes antigénicos por molécula de antigeno ¢ referido como a
"valéncia do antigeno”. A valéncia antigénica de uma molécula pode ser considerada
em dois contextos: a valéncia total ¢ a valéncia funcional. A primeira € considerada em
fungdo do peso molecular, considerando-se que existe um sitio de valéneia para cada
fragio de PM 10.000. Os sitios de valéncia funcional podem ser medidos pelas
moléculas de anticorpos que s¢ ligam ao antigeno através de ensaios soroldgicos. A
valéncia total de uma molécula compreende a soma dos sitios de valéncia funcional ¢
ndo funcional (BARRET, 1988). A albumina sérica, por exemplo, que possul peso
malecular ao redor de 70.000, contém 6 sitios de valéncia fumcional. Quando esta €
submetida a digestio enzimatica produz 9 peptidios, cada qual capaz de precipitar um
anticorpo. Considerando que esta precipitagio requer dois sitios de valéncia, um total
minimo de 18 sitios determinantes estdo presentes na molécula original. Assim, a
valéncia total da albumina bovina sérica ¢ de 3 vezes a sua valéncia funcional
(BARRET, 1988).
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A composigio e sequéncia da unidade estrutural individual da
macromolécula & referida como estrutura primaria. Quando a sequéncia destas
unidades confere antigenicidade sobre uma molécula, esta ¢ denominada determinante
sequencial  antigénico. Em  contrapartida, oS determinantes  antigénicos
conformacionais sio o resultado das estruturas secundéria, terciéria e quartenaria das
moléculas. Certas moléculas lineares, como a fibroina da seda posspl somente
determinantes sequenciais. Entretanto, moléculas mais complexas apresentam ambos
os determinantes sequencial e conformacional (BARRET, 1988).

 As propriedades especificas que tornam uma proteina alergénica € gue
sdo responsaveis pela sua habilidade em estimular a produgdo de IgE ndo estdo bem
esclarecidas. Além do peso molecular, a imunogenicidade de uma proteina ¢ relatada,
em geral, pela sua solubilidade em fluidos bioldgicos, sequéncia de aminoacidos |
conformagdo do peptidio ¢ pela flexibilidade da regifio correspondente dentro da
proteina intacta (FIESE et alii, 1987, BARRET, 1988; TAYLOR, 1992). GOODMAN
{1980} sugere que a complexidade quimica ¢ um fator que favorece a
iinonogenicidade de um peptidio.

Estudos realizados por CAMPOS-NETO et alii (1978) referentes a
imunogenicidade de polipeptidios sintéticos, demonstraram que © nimero  de
aminodcidos na cadeia peptidica desempenham um papel importante, sendo que
moléculas com menos de 7 residuos de aminodcidos (1080 daltons para a DNP-poli-
lisina) ndo apresentaram imunogenicidade.

SINGH et alit (1980) ao realizarem estudos em camundongos, utilizando
peptidios sintéticos e antigenos polipeptidicos de sequéncia de aminoacidos conhecida,
determinaram as sequéncias polipeptidicas minimas necessdrias para desencadear
respostas imunes humoral ¢ mediada por células. Entre os resultados obtidos,
observou-se que os peptidios contendo de 3 a 6 residuos de aminoacidos ndo
apresentaram imunogenicidade. Os antigenos que apresentavam O regiduos de
aminogcidos  origingvam  respostas de anticorpos  {céhulas T), mas ndo
hipersensibilidade tardia. Os autores demonstraram amda que peptidios contendo 12
residnos de aminodcidos podem desencadear resposta humoral, proliferativa de células
e hipersensibilidade tardia.
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Em oposi¢io, dados obtidos por BARRET (1980) a partir de
cristalografia por raio X resultaram em um grande nimero de residuos de aminoacidos
na superficie da ligagdo antigeno-anticorpo. A0 utilizar radioimunoensaio no caso da
ligagio lisozima-anti-lisozima, 16 residuos de antigeno apresentaram-se em contato
com 17 residuos do anticorpo, formando a interface de interagdo entre estas duas
proteinas,

Considerando que os fatores moleculares associados @ resposta de
anticorpos ndo se encontram completamente elucidados, ¢ muito importante vertficar
que a alergenicidade de uma proteina alimentar nem Sempre se correlaciona com sua
imunogenicidade total. Uma proteina alimentar que induz uma resposta de 1gG tanto
em modelos animais como em humanos, nao necessariamente induz 2 resposta de IgE.
O determinante alergénico da proteina que estimula a produgfio destes anticorpos
podem estar tocalizados em sitios diferentes (TAYLOR, 1992).

3.1.3. Principais alergenos alimentares

Alguns dos principais alergenos alimentares identificados sdo de
aatureza protéica (PERLMAN, 1977). Muitas destas proteinas parecem conter
mitltiplos alergenos. Entretanto, na maioria dos casos, um ou dois destes funcionam
como alergeno principal. Este ¢ definido como aquele alergeno que afeta 50% ou mais
dos individuos com alergia. Obviamente, individuos diferentes podem apresentar
respostas adversas as diferentes proteinas (TAYLOR, 1592).

Os avangos no isolamento € identificagio de alergenos alimentares
ocorreram basicamente a partir da altima década. Este progresso tem sido possivel
devido 4s combinacBes entre técnicas de separaglo de proteinas, particularmente 2
cletroforese em gel de poliacrilamida contendo dodecil sulfato de sodio, com ensaios
imunologicos que utilizam o antisoro especifico ao alergeno (TOVEY ¢ BALDO,
1987).

O leite de vaca ¢ o alergeno mais comum na populagdo infantil
(CATSIMPOLAS, 1979; SAVILAHTI, 1992). A concentragio protéica no lerte de
vaca & cerca de trés vezes malor que a do leite humano, em torno de 33 mg/L., sendo
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que aproximadamente 80% destas proteinas constituem as caseinas {(SAVILAHTI,
1992). A propriedade comum as caseinas ¢ a sua baixa solubilidade em pH 4.6, sendo
que neste valor de pH as proteinas do soro estdo em solughio. Estas representam a0
redor de 19% da quantidade de proteinas totais do leite de vaca (6,3 mg/L}). A proteina
mais abundante do soro lacteo & a B- lactoglobulina (60%), a qual existe naturalmente
na forma dimera. O peso molecular de cada mondmero é de 18.400 daltons. A o-
lactoalbumina (20%) promove a transferéncia da galactose & glucose para formar a
lactose. A albumina bovina sérica nfio ¢ sintetizada pelas gldndulas mamérias, mas esta
presente no leite sob a forma de secrecdo e compreende cerca de 1,2% das proteinas
totais do leite. Os globulos de gordura do leite de vaca contém em torno de 1% das
proteinas totais do leite de vaca, sendo que vérias fragles podem ser separadas das
membranas solubilizadas. Em adi¢io, o leite de vaca contém pequenas quantidades de
B-microglobulina (2mg/l.), ¢ duas ferroproteinas: a transferrina e a lactoferrina. A
concentragiio da transferrina ¢ cerca de 100 mg/L. no leite maduro,

O leite bovino contém imunoglobulinas, as quais estdo na proporgio de
3% do total de proteinas. A principal imunoglobulina do leite de vaca, em contraste ao
feite humano. ¢ a IsG1, a gual também ¢é transferida para o colosiro em quantidades
elevadas. A IgA, no leite de vaca, assim como no leite humano, estd presente sob a
forma secretdria (SAVILAHTI, 1992). O leite humano néo contém o-caseina nem -
lactoglobulina, As principais proteinas do soro lacteo humano sdo a a-lactoalbummna,
lactoferrina e imunoglobulinas (LEE, 1992).

As férmulas contendo proteinas de leite de vaca comumente usadas para
criangas nascidas a termo contém 15 mg/L de proteinas do leite de vaca, sendo a
concentracdo mais elevada (18 a 20 mg/L) usada em férmulas para criangas pré-termo.
Nas formulas, também denominadas "adaptadas’ou "maternizadas”, a proporcio de
casefnas € de 40% (6mg/L) do total de proteina, o qual € equivalente ao leite humano,
Estas formulas comerciais sfo elaboradas a partir de lefte de vaca tratados
térmicamente (HILL et alii, 1989). As formulas sfio preparadas a partir de leite
desnatado, dleos vegetais, e carboidratotos adicionados na proporgdo adequada para
simular a distribuic8o calérica e digestibilidade do leite humano (BRADY et alig,
1986}
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A habilidade do sistema imune em responder aos antigenocs como as
proteinas do leite de vaca depende, dentre outros fatores, do gendtipo ¢ idade do
individuo, da patureza, dose ¢ frequéncia de administragio do antigeno. A
sensibilizacio prévia ao antigeno, presenga de inibidores ou protetores da resposta de
anticorpos e o estado imunoldgico do individuo também podem afetar esta habilidade
(STROBEL, 1992). Entre os fatores ndo imunoldgicos que auxiliam a regular a defesa
gastrointestinal aos antigenos podemos incluir a flora e 2 permeabilidade intestinal,
motilidade gastrointestinal, digestdo proteolitica ¢ a produg@o de acido gastrico e
muco protetor {WALKER, 1983).

As proteinas do leite de vaca provocam uma resposta imune do tipo
humoral, mediada por células, ou ambas, quando estas atravessam o epit€lio do trato
gastrointestinal (SAVILAHTI, 1992). A reatividade imune as proteinas do leite de vaca
¢ reduzida com a idade (TAINIO, 1988). Os anticorpos IgG anti-leite de vaca
circulantes comegam a diminuir ap6s o primeiro ano de vida, enquanto os anticorpos
IgA o fazem somente mais tarde, ainda durante a infancia (MAY, 1977; TAINIO,
1988). Os anticorpos IgE especificos circulantes e reagBes de testes cutineos POSIHIvOS
podem estar presentes em pacientes os quais clinicamente fornaram-s¢ tolerantes ao
leite de vaca (SAMPSON, 1985; HILL, 1989). ISOLAURI (1992) sugeriu que ©
. desenvolvimento desta toleréncia pode estar associada & maturagioc do intestino € sua
habilidade para reduzir a passagem dos antigenos alimentares . A grande variabihidade
nos niveis destes anticorpos em individuos diferentes tornam os testes desta natureza
de dificil diagnostico {TAINIO, 199G}

O leite de vaca contém muliiplos alergenos sendo a  o-lactoalbumina
considerada como alergeno principal. A B-lactoglobulina e a caseina tem sido
implicados em menor escala (TAYLOR et alii, 1987). O leite de cutros animais parece
também ser alergénico para os individuos com alergia ac leite de vaca. A
alergenicidade as proteinas do leite de cabra foi estabelecida por DARTON-HILL et
alii (1987). HILL (1939) verificou através de sintomas clinicos, que dos 73% pacientes
com alergia a proteina do leite de vaca, 57% ndio toleravam o lete de cabra. Criangas
com alergia as proteinas do leite de vaca e que apresentam danos intestinais adquirem,
frequentemente, hipersensitividade clinica a outras fontes protéicas utilizadas em
dietas de eliminagio. SAVILAHTI (1989) relatou reagdes as proteinas da soja, trigo,
ovo, carne de cordeiro e de frango.
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O ovo constitui outro alergeno alimentar proeminente na populagiio
pediatrica. Por mumitos anos, a clara foi considerada a Gnica responsavel pelos
processos alérgicos causados pelo ovo; sendo a ovomucéide o principal alergeno.
Estudos recentes tém identificado a ovalbumina e a ovotransferrina como outros dois
alergenos importantes na clara (HOFFMANN, 1983: ELSAYED et ahii, 1991). A gema
também parece apresentar multiplos alergenos com capacidade de ligagio a 1gE
(ANET et alii, 1985). Ovos produzidos de todas as espécies parecem conter proteinas
alergénicas (LANGELAND, 1983).

Entre as leguminosas, a soja constitui fonte alimentar de CONSUMO
crescente, representando importante fonte protéico-calérica usada na nutrigio infantil
de chineses e japoneses por muitos séculos (BUSINCO et alii, 1992). Nos paises
ocidentais, o uso da soja como substituto do leite de vaca € em casos de criangas com
alergia alimentar ocorreram em 1909 por Rubrah ¢ em 1929 por Hill, respectivamente
(BUSINCO et alii, 1992). A partir desta epoca as formulas contendo proteinas de s0ja
tem sido amplamente utillizadas na alimentagio infantil .

As formulas protéicas de soja comtém proteinas purificadas, sendo os
isolados protéicos de soja amplamente utilizados. Os lipideos constituem uma mistura
de 6leos vegetais, e os carboidratos sdo representados pelas maltodextrinas, amido de
milho, ou sacarose. A alimentagiio de criangas nascidas a termo com férmulas de s0ja &
associada com crescimento e balange nitrogenado normal (JUTO et alii, 1978;
KOHLER et alii, 1984). Todas estas formulas s3o isentas de lactose, fortificadas com
L-metionina, ¢ adicionadas de taurina, carniting e ferro (ZOPPI et alii, 1983). O uso
destas formulas sfo indicadas no tratamento de criangas com alergia as proteinas do
leite de vaca, intolerdncia 4 lactose e galactose e gastroenterites (BUSINCO et alii,
1992).

Recentemente a antigenicidade das proteinas de soja tem sido melhor
estudada. A fraghio globulina representa o principal componente protéico (90%;) e ¢
basicamente composto pela p-conglicinina e glicinina, A B-conglicinina ¢ uma
glicoproteina com peso molecular aproximado de 180.000. Existe sob a forma trimera
composta de 3 sub-unidades principais: o-1, ¢ e B, as quais possuem peso molecular
de 76.000, 72.000 ¢ 53.000, respectivamente. A ghicina tem peso molecular de 320,000
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a 360.000 sendo composta de 6 sub-umidades; os polipeptidios s8io heterogéneos ¢
apresentam peso molecular na faixa de 19.000 a 45.000. As globulinas apresentam 4
componentes principais de sedimentagfo na ultracentrifugacdo, designadas por 28§, 78,
118 e 158, respectivamente (BROOKS, 1985, BURKS et alii, 1988).

HERIAN et ali (1990) encontrou véarios alergenos da soja com
subunidades de peso molecular 50.000 - 60,000 daltons, utilizando o sorc de
individuos adultos com historias de reages adversas & soja ¢ nozes em geral. Fste
mesmo grupo identificou um alergeno de peso molecular 20,000, utilizando o soro de
pacientes que eram sensiveis somente a soja. SHIBASAKI et alii (1980) observou que
as maiores fragdes das proteinas de soja, a 28, 7S e 118, apresentavam atividade
alergénica, sendo que a fragdo 28 foi reporfada ser a mais alergénica emtre os
componentes da proteina de soja.

BURKS et alu (1988), utilizando o soro de criangas com dermatite
atopica induzida pela soja investigou a ligaglio de anticorpos especificos (IgE e 1sG) 3s
proteinas da soja e suas fragGes (7S, 118 ¢ proteinas soliveis) utitizando as técnicas de
ELISA e imunoblotting. Verificou-se que os niveis de IgE e IgG estavam elevados
nestes individuos, contudo nenhuma fracio apresentou-se mais antigénica. Em
contraposicio, TAUDORF et alii (1984) ao realizarem um estudo imunolégico em 12
pacientes atdpicos comparando a proteina de soja consnmida diariamente (30g) sob a
forma intacta e hidrolisada durante um periodo de 3 meses, constatou que ndo houve
mudangas nos pardmetros imunologicos realizados (IgE e IgG  especificas,
radioimunoeletroforese cruzada ¢ teste cutlneo).

A proteina de soja apesar de ndo ser tho alergénica quanto a proteina do
leite de vaca, pode ocasionar distarbios alérgicos em aproximadamente 25% dos
lactentes alérgicos 4 proteina do leite de vaca (POWELL, 1978). FRIES (1971) ao
estudar um grupo de 30 criangas na faixa etdria de 3 a 13 anos, todos alérgicos do tipo
atépico ¢ com sintomas clinicos do tipo respiratorio, verificon que os testes
mtracutineos foram positivos para leite de soja em pacientes que eram sensiveis ao
teite de vaca,
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A possibilidade de que a alimentagio da crianga afeta o risco da alergia
subsequente pode ser expressa por 3 hipdteses alternativas. Primeiro, o leite de vaca
introduzido nos primeiros meses de vida pode ser especificamente alergénico;
segundo, qualquer outro alimento, diferente do leite materno, pode promover
distorbios alérgicos; e terceiro, ¢ leite materno pode ser especificamente protetor
(MISKELLY et alii, 1988). Estudos realizados por estes autores através da triagem
controlada e ao acaso demostraram ser verdadeira a primeira hipStese ¢ resultados
permitiram que os aufores sugerissem evidéncias também sobre a 3° hipdtese.

As caracteristicas estruturais dos alergenos que controlam estas reagfes
cruzadas sdo desconhecidas. Uma possibilidade é a de que estes alergenos possuam
epitopos similares (BARNETT et alii, 1987). Foi realizado um estudo in vitro para
examinar a possivel ocorréncia ¢ extensdio da reacfo alergénica cruzada entre
leguminosas comumente consumidas (BARNETT, 1987). A alergenicidade cruzada foi
demonstrada entre os extratos de nozes, ervithas e soja. Estes resultados tem
wnplicagles 1mportantes para a selegdo de dietas hipoalergénicas efetivas como
também para o diagndstico de pacientes com hipersensibilidade alimentar.

Em oposigfo, BERNHISEL-BROADBENT et ali (1989,
demonstraram que somente 2 de 69 pacientes com um ou mais testes cutineos
positives 4s leguminosas (nozes, soja, feijo, ervitha e feijio lima) eram
sintomaticamente alérgicas a mais de uma leguminosa. Estes dados foram confirmados
através dos métodos quimicos de separagdo (eletroforese em gel de poliacrilatmda
contendo dodecil sulfato de sdédio) e identificagdio da ligaciio antigeno-anticorpe
{immunoblotting). SAMPSON (1988) ac comparar o8 e¢xiratos comerciais de
antigenos altmentares, considerou que ocorrem variagSes nos diferentes lotes bem
como a nivel intrapacientes em relacio aos resultados de testes cutdneos

Os peixes também podem conter potentes alergenos alimentares
(PASCUAL et ali, 1992). A prevaléncia de alergia aos peixes ¢ elevada quando o seu
consumo ocorre em proporgdes elevadas na dieta de uma comunidade. Na Noruega,
onde uma grande porcentagem da populacio trabalha na mdustria do pescado e seus
derivados e onde o peixe (particularmente o bacalhau) faz parte da dieta bisica, a
prevaléncia deste tipo de alergia alcanga 1/1000 da populagiio em geral. Na Suécia,
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39% dos pacientes pediatricos com alergia alimentar fem alergia aos peixes em geral
(PASCUAL et alia, 1992), Estudos realizados na Espanha por PASCUAL et alit (1992)
determinaram a prevaléncia de 22% de alergia ao peixe, considerando todos os
pacientes com diagndstico de hipersensibilidade alimentar, aparecendo na sequéncia o
ovo ¢ ¢ leite de vaca.

A maioria dos alergenos presentes nos peixes ndo tem sido identificado,
com excegdo do alergeno M presente no bacathau. Este alergeno ¢ uma proteina
sarcoplasmatica pertencente a vm grupo de proteinas conhecidas como parvalbuminas,
contendo 113 residuos de aminodcidos e I molécula de glucose. Apresenta ainda peso
molecular de 12.328 daltons e ponio isoelétrico 4,75 (AAS, 1980). Estudos sugerem
que o alergeno M possui vérios sitios de ligag8o IgE distribuidos ao kmg,(} da cadeia
polipeptidica (ELSAYED, 1975).

PASCUAL et aluz (1992) utilizando técnicas de focaliza¢lo isoeléfrica,
eletroforese em gel de poliacrilamida contendo 8DS e immunobloting, observaram que
varios alergenos sdo comuns a todas as espécies de peixes estudadas. Em adigfo
constatou-se que estes alergenos s#o capazes de se ligar 4 IgE especifica do soro de
pacientes sensibilizados. Estes resultados devem ser considerados quando da
mntrodugiio de alimentagfio suplementar contendo peixe ¢ seus derivados as criangas,
em particular aquelas que possuem risco elevado de atopia,

SACHS & YUNGINGER (1991) recomendam que, caso ndo seja
possivel realizar testes cutineos com varias espécies de peixes, todos devemn ser
removidos da dieta de pessoas sensiveis.

Outras fontes de alergenos alimentares incluem os cereais, crusticeos e
moluscos, carnes, vegetais (inclusive frutas) e bebidas. Os aditivos alimentares,
bactérias e fungos; e artropodos sfo responséveis pela ocorréncia de uma ampla
vanedade de alergias "alimentares”, as quais t€m pouca relagdio com a natureza do
alimento em st (CATSIMPOLAS, 1979).
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3.1.4, Efeitos do processamento ua imunegenicidade das proteinas alimentares

As proteinas alergénicas alimentares podem ser resistentes 2 VArios
tratamentos durante o processamento, dentre os quais destacam-s¢ 0 calor e pH écido
(TAYLOR, 1992). Devido a denaturagdo térmica ocasionar mudangas conformacionats
nas proteinas, a antigenicidade das proteinas do leite de vaca podem ser alteradas pelo
calor (TAYLOR, 1986; LEE, 1992). Estudos realizados por LEE (1992) a fim de
verificar as principais mudangas conformacionais das proteinas do leite de vaca
durante o tratamento térmico sugeriu as seguintes hipdteses: (a) na temperatura de
pasteurizagdo (65 a 71°C), a mobilidade de certas partes da cadeia polipeptidica ¢
aumentada favorecendo a abertura da estrutura secundéria como as o-hélices e 3~
estrutaras. O aumento da energia cinética podera quebrar algumas higagGes dissulfeto
intramoleculares; (b) acima de 70°C, durante a mistura das gorduras, minerais e
ingredientes do leite, as moléculas protéicas abrem-se mais, pedendo formar ligagles
dissulfeto intermoleculares. As interagOes hidrofobicas podem ocorrer e associar partes
da cadeia peptidica.

As formulas comerciais s3o geralmente esterilizadas em torno de 120 °C
por 10 minutos. Nestas condigdes, a maioria da estrutura secundaria ¢ destruida. As
cadeias polipeptidicas existem primariamente como cadeias a0 acaso. Durante o
processamento destas formulas, o pH do produto ¢ mantido neutro ou ligeiramente
4cido. Assim, as reacbes quimicas que podem ocorrer em pH alealino, como 2
formagiio de lisinoalanina, ndo ocorrem em extensdo significantes.

Dentre as proteinas do leite de vaca, a albumina bovina sérica € a mais
tabil ao calor, a o~caseina ¢ a mais estavel ¢ a (-lactoglobulina também considerada
relativamente estavel ao calor (TAYLOR, 1986). De fato, as caseinas estdo
naturalmente denaturadas considerando que elas sfio constituidas de cadetas ao acaso
(um estado "denaturado™) e de poucas estruturas secundérias. No leite, a caseina estd
presente basicamente sob a forma de disperséio coloidal formando complexos com
minerais, sendo que varias moléculas de caseina atuam como "solvente” para as outras,
proporcionando uma proteglio as influéncias externas (LEE, 1992). A porgio
inorganica das micelas de caseina consiste de fosfato de célcio coloidal ¢ citrato. Estes
neutralizam as cargas negativas das caseinas fosforiladas e auxiliam na estabihidade da
micela.
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A caseina no lette pode resistir a temperatura de 130°C por 1 hora sem
coagulagio (KILSHAW et ali, 1982). Eventualmente, a caseina coagularad, nfo em
fungdo da denaturagdo térmica, mas devido 4 redugfio do pH, como resultado da
decomposigdo da lactose (LEE, 1992). A denatwragio das proteinas do soro ocorrem
em temperaturas mais baixas, sendo de 78°C para a B-lactoglobulling, 62°C para a a-
lactoalbumina, 72°C para as imunoglobulinas e 64°C para a albumina bovina sérica
(KILSHAW et alii, 1982).

MAY (1982} ao realizar estudos para verificar a imunogenicidade do
lette integral e de suas diversas fragGes, constatou que a caseina refém sua
antigenicidade quanda submetida ao tratamento de 120°C por 15 minutos, enquanto
para a [-lactoglobulina e u-lactoglobulina € necessario a temperatura de 100 °C ¢
para a albumina bovina sérica e y-globulina entre 70 e 80°C. Este autor verificou ainda
que o leite quando submetido 4 temperatura de 126,7°C durante 8,5 minutos induz a
redugfio da resposta imunogénica ao ser comparado com o leite pasteurizado. HEPPEL
et alii (1984) ao estudarem a influneia do tratamento térmico nas proteinas do soro
lacteo, verificaram que sob condigdes de 100° ou 115°C por 30 minutos, estas
proteinas foram extensivamente denaturadas quando comparadas as proteinas do soro
lacteo pasteurizadas. Constatou-se ainda que, apds este tratamento, nfio houve
sensibilizagdo para anafilaxia cutinea (PCA) em cobaias, E importante ressaltar que o
tratamento térmico desta magnitude reduz, ¢ muito, a qualidade nutricional do leite
{TAYLOR, 1986).

DEMONTI (1993} ao realizar um estudo imunoquimico sobre a fracio
glicinina da soja em condigbes nativas e submetida a variagdes de temperatura e pH,
verificou que estes fatores, isoladamente, ndo indicaram alteracdo na antigenicidade
desta fraglo. Entretanto, a associagdo destes tratamentos comprovaram que a
temperatura de 100°C e pH 2,0 interferem na antigenicidade, dimimuindo-a, A autora
sugere, entdo, que esta capacidade esta primeiramente associada a sua configuragio
nativa.
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2.1.5. Fatores que influem na alergia alimentar

As alergias as proteinas alimentares s geralmente temporais e variam
em duragio (ELLIS et alii, 1991). Entre as razbes pelas quais os lactentes sfo mais
susceptivels 4s alergias alimentares, pode-se incluir a imaturidade enzimatica,
permeabilidade do trato gastrointestinal aumentada e baixa secregio de IgA.

No adulto, a hidrélise das proteinas ingeridas se iniciam no estdmago por
agiic da pepsina e do 4cido cloridrico. As proteinas se encontram parcialmente
fragmentadas quando chegam ao intestino delgado. No lactente, entretanto, a maior
parte da hidrélise das proteinas ocorre no intestino delgado por parte das peptidades
gue ali sdo secretadas (LEBENTHAL & LEE, 1980).

As reagles alérgicas ao leite de vaca sfio favorecidas ainda pela rapida
absorgio intestinal e/ou digestdo incompleta dos produtos lacteos. Esta digestfio parcial
poderta ser explicada pela baixa acidez gastrica durante a infincia, clevada capacidade
tamponante do lette, ¢ pela baixa atividade da funglo pancredtica exocrina
{LEBENTHAL & LEE, 1980).

Durante os primeiros meses de vida, o trato gastroantestinal do lactente
apresenta permeabilidade aumentada favorecendo a passagem de antigenos presentes
nos alimentos. A redugfio da permeabilidade do trato intestinal ocorre por volta dos 3
aos 4 meses de idade. A IgA secretdria complexa os antigenos alimentares inibindo sua
passagem afravés do intestino. Entretanto, no trato gastrointestinal do lactente a IgA
secretdria se encontra em baixos niveis, permutindo uma maitor um#o dos antigenos &
mucosa intestinal, aumentando a possibilidade de absorgio (KLEMOLA et alii, 1986).
0 desenvolvimento local de IgA especifica em resposta as proteinas do leite de vaca
determinam a redugfo da hipersensitividade clinica (ISOLAURI, 1992).

Os fatores adicionais que tornam o lactente meis susceptivel as alergias
alimentares incluem: historia familiar de alergia, infecges virais gue possam ocasionar
danos a mucosa gastromfestinal e a inflnéneta da alimentagBo e meio ambiente
{BISHOP ¢t ali, 1990; ELLIS et alii, 1991). O risco de se desenvolver alergia
alimentar € duas vezes maior em criangas com historia parenteral simples de distdrbios
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alérgicos; e de quatro a seis vezes maior para criancas com historia parenteral dupla
(TAYLOR, 1986). JAKOBSSON (1991) ressalta a importincia de se considerar a
passagem de antigenos via placentania e leite matermo como causas da senstbilizagio ¢
desenvolvimento de alergia alimentar.

A interagio dos fatores mediante influenga da proteina dietética no
sistema imune proposto por WALKER (1992) esta esquematizado na Figura 1. O autor
considera os alergenos presentes no pescado e nozes como capsadores de resposta
mediada pela IgE, sendo de carfter permanente; enquanto os alergenos presentes no
leite de vaca e soja, causadores de respostas entéricas ¢ transeuntes.

A exposigio aos antigenos alimentares nos primeiros meses de
vida em adigdo & predisposigo genética, podem aumentar o risco da crianga
desenvolver manifestagdes clinicas de atopia como sintomas gastrointestinals, eczema
ou asma (SCHMITZ et alii, 1992). Estes autores realizaram um estudo prospective
controlado de 256 criancas normais alimentadas com leite humane e escolhidas a0
acaso, para receberem como suplemento ao leite humano, quando necessario, uma
formula adaptada (Nidina, Nestlé) ou uma férmula hipoalergénica (Nidal HA, Nestié).
As criancas foram examinadas nos digs 5, 90, 150 e 365 a confar da data do
nascimento, através de sintomas clinicos. Nos dias 130 ¢ 365 foram realizados
testes cutineos com B-lactoglobulina, caseina, a-lactoalbumina, albumina sérica,
ovalbumina, HF (férmula hipoalergénica hidrolisada), histamina e solugfo salina,
Como resuliado, verificaram que as criancas alimentadas com a formula hidrolisada
apresentaram menor titulo de IgE especifico que aquelas alimentadas com férmula
adaptada. Fm oposigfo, a prevaléncia dos sintomas clinicos nio diferiram entre os dois

grupos.

Em adigfio, EASTHAM et alii (1978) determinaram a importincia da
idade com respeito a relativa antigenicidade de formulas protéicas contendo leite de
vaca, soja e hidrolisado de caseina . As criangas alimentadas com hidrolisado de
caseina durante os primeiros trés meses de vida apresentaram menor titulo de
amticorpos (hemaglutininas) que aquelas alimentadas com as formulas a base de soja e
leite de vaca, respectivamente.
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Figura 1. Interaglic de fatores mediante influéneia da proteina dietética sobre a
resposta imune, As setas marcadas com o sinal de intervogagfo (7) indicam um efeito

sugerido requerendo verificagio através de estudos adicionais (WALKER, 1992).
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2.1.6, Avaliaciio da utilizaciio de diversas fentes protéicas na terapia da
alergenicidade

FEmbora as vantagens nufricionais, fistologicas e imunoldgicas do leite
materno tenham sido bem reconhecidas, formulas alimentares apropriadas devem estar
disponivels aos lactentes quando este nfo pode ser provido. Formulados de leite de
vaca tém sido modificados objetivando reduzir sua alergenicidade, Estas modificagdes
mcluem o uso de ladrolisados de caseina e, mais recentemente, hidrolisados de soro
lacteo (ELLIS et alu, 1991).

O sub-comité sobre nutrigho e distirbios alérgicos da ACADEMIA
AMERICANA DE PEDIATRIA (1991) recomenda que uma férmula seja designada
“hipoalergénica” quando a base protéica tenha sido modificada para reduzir a
antigenicidade em 90% dos individuos que podem tolerar a férmula sem apresentar
sintomas. KEINMANN (1992) propde que estas formulas sejam avaliadas através de
testes pré-clinicos in vitro ¢ in vive, testes clinicos em criangas alérgicas e de alto risco
de atopia, assim como devem apresentar adequacidade nufricional para promover o
crescimento de criangas sadias ¢ boa aceitabilidade sensorial.

Durante o desenvolvimento destas formulas dispe-se de uma variedade
de testes ndo clinicos para caracterizar ¢ produto. O objetivo destes testes sdo: (1)
caracterizar suas propriedades moleculares ¢ imunologicas e (2) assegurar o controle
de qualidade no desenvolvimento de produto (YUNGINGER, 1986).

Os métodos fisico-quimicos frequentemente provém dados pertinentes a
extensdio da hidrdlise protéica e ao perfil do peso molecular, Para se determinar a
extenso da hudrolise sdo utilizados testes baseados no aumento dos grupos amino
livres no produto ou através de sua solubilidade em solugfo de acido tricloroacético
{(TCA). Os metodos cromatograficos, usuvalmente a cromatografia de exclusio
molecular, provém mformagdes sobre a distribui¢io do peso molecular do produto. A
técnmica de eletroforese em gel de poliacrilamida contendo dodecil sulfato de sédio
(SDS-PAGE) tem sido muito utilizada recentemente para prover resoluciio adicional de
peptidios maiores que 5.000 daltons ¢ complementar os dados da distribuicdo de peso
molecular obtidos pela cromatografia de exclusfo. A técnica 8DS-PAGE também pode
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ser usada para monitorar as mudangas ocorridas na proteina durante ou apds o
processo de hidrolise (LEARY, 1992).

A funglio primaria dos testes imunoguimicos € a de monitorar e verificar
a ruptura dos epitopos especificos ocasionados pela hidrolise enzimatica ¢ processos
associados. Os testes imunoquimicos ndo clinicos sdo utilizados para estimar a
antigenicidade e a imunogenicidade do produto. Antigenicidade ¢ definida em termos
da reatividade especifica ao anticorpo pré-formado, enquanto a imunogenicidade se
refere a indugdo da resposta imune em um hospedeiro nfio senstbilizado (CORDLE et
alii, 1991).

A atividade antigénica residual do produto ¢ estimada determinando sua
reatividade com anticorpos obtidos de animais imunizados com a proteina nativa usada
como matéria prima. Dentre os métodos utilizados destacam-se anafilaxia cutinea
passiva ou ativa, ensaio imunoenzimético ¢ radioimunoensaio. Os testes que avaliam a
imunogenicidade do produto sempre envolvem o uso de wm modelo animal. Embora a
imunizagio parenteral com adjuvantes tenham sido utilizadas por vérios pesquisadores,
a ingestdo via oral por cobaias tem sido usado mais frequentemente (LEARY, 1992},

Um formulado 4 base de hidrolisado de caseina tem sido usado por mais
de 40 anos em criancas com problemas na digestiio protéica e reagdes adversas as
proteinas intactas do leite de vaca. Alguns estudos pré-clinicos demonstraram que este
composto era constituido por peptidios nfo antigénicos de peso molecular menor que
1.200 daltons (KNIGHTS, 1985).

SAYLOR & BAHNA (1991), BISHOP et alii {1990) e BOCK et ali
(1989) descreveram as respostas clinicas e imunoldgicas em criangas alérgicas ao leite
de vaca, as quais apresentaram anafilaxia apos a ingestdo de pequena quantidade desta
formula contendo hidrolisado de caseina. Estas expeniéncias descrevem que ocorrem
reagdes mediadas por IgE e estam podem ser severa.

ELLIS et alii {1991) reportaram reagHo anafilatica apls a ingestdo de
uma férmula contendo hidrolisado de soro tacteo em criangas alérgicas ao leite de vaca
e tolerantes & formula contendo hidrolisado de caseina. Neste mesmo trabalho, ¢ grupo
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demonstrou a variagio de anticorpos IgE e IgG4 no soro de individuos sensibilizados,
guando comparados ao grupo controle constiiido por 10 criangas e jovens sadios,
evidenciando gue houve uma elevagio nos valores de IgE e IgG4 higados para todos os
antigenos testados : leite de vaca, formula contendo soro lacteo, albumina bovina
sérica, B-lactoglobulina, caseina e u-lactoalbumina.

ASSELIN et alii (1989) ao avaliarem os efeitos da protedlise in vitro
sobre a alergenicidade das principats proteinas do soro lactee, destacoun a importincia
da enzima péptica ¢ provavelmente da secreglo acida do sistema digestivo gastrico na
denaturacfio e/ou degradagfio destas proteinas. Este grupe concluiu ainda que a
protedlise seletiva com pepsina, seguida pela o-quimotripsina demonstrou ser a
combinagio de cnzimas mais eficiente para reduzir a alergenicidade da o-
lactoalbumina e B-lactoglobulina. FEstes resultados também sugeriram que este
hidrolisado poderia ser considerade um ingrediente adequado para ser aplicado as
formulas infantis de baixa alergemcidade.

YATSENKO et ali (1990} ao avaliarem as propriedades fisico-quimicas
e imunolégicas de wm concentrado natural de caseina ¢ seus hidrolisados, constataram
que, apos hidrolise, as proteinas perdem sua propriedades alergénicas, podendo ser
utilizados na ferapia de individuos que apresentam alergia alimentar.

Uma nova formula infantil contendo hidrolisado de caseina foi avahada
por SAMPSON et alii (1991), os quais concluiram que esta formula pode ser
considerada segura para coriangas com hipersensibilidade a0 leite de wvaca
Recomendam ainda, que todas as férmulas denominadas "hipoalergénicas” sejam
testadas em pacientes alérgicos ao leite de vaca para assegurar sen potencial
alergénico.

MERRIT et alii (1990} ao avaliarem 21 criangas menores que seis meses
de idade, contendo sintomas gastrointestinais de intolerdncia as férmulas infantis
baseadas em leite de vaca efou soja e tratadas clinicamente com uma férmula contendo
hidrolisado de soro lacteo, considerou que esta formula poderia ser uma alternativa
aceitivel para as criangas com intolerdincia, mas ndo com alergia severa mediada por
igE.
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FREITAS (1991) ao obter um hidrolisado de caseina e realizar sua
avaliacio imunolégica, constatou que todos os hidrolisades obtidos apresentaram
respostas negativas nos testes de anafilaxia cutdnea passiva (PCA); enquanto que no
ensaio imunoenzimatico competitivo houve uma correlaglo positiva entre o conteudo
de epitopos ¢ a extensdo da hidrélise. O autor sugere que o hdrolisado IVB podena
ser utilizado em estudos clinicos preliminares, apds avaliada sua hipoalergenicidade
am animais de experimentacdo.

A comparaglio da atividade alerg@nica residual através de métodos in
vive (teste cutdneo e teste de provocacio) e in vitro (radicimunoeletroforese cruzada,
radioalergosorbente ¢ nivel de histamina basofila) de seis diferentes formulas contendo
proteinas hidrolisadas fot realizado por WAHN et alii (1992). As formulas estudadas
foram: (a) Hidrolisados extensivos de caseina (Nutramigen ¢ Pregestemil, Bristol-
Myers), (b) Hidrolisado extensivo de soro lacteo (Alfare, Nestlé); (¢) Hidrolisado
parcial de colageno-soja (Pregomin, Milupa) e (d) Hidrolisados parciais de soro licteo
(Good Start ¢ adrolisado experimental ultrafiltrado, Nestlé). Os hudrolisados de soro
lacteo apresentaram maitor porcentagem de peptidios maiores assim como elevada
capacidade para induzir 0s testes cutineos e de provocagiio. Em adigio possuem maior
habilidade para se ligarem aos anticorpos IgE do soro humano de criangas sensiveis ao
lette de vaca. A ultrafiliragfio do hidrolisado de soro lacteo resultou na reducfio da
atividade alerg€nica residual. Os hidrolisados de caseina apresentaram muito pouca
attvidade residual  alergénica. Todos os Iidrolisados festados induziram
significativamente menos (p < 0,01) reaces comparados as criangas sensibilizadas e
mduzidas pelo leite de vaca wmtegral. Os autores entfio recomendam que antes da
prescrigio destas formulas as criancas sensiveis ao leite de vaca, sejam feitos testes
individuais como os testes cutdneos ¢ de provocagio.

A prevenglo dos disturbios alérgicos na infincia incluindo as alergias
alimentares depende da habilidade de superar as forgas naturais que agem
constantemente para sensibilizar humanos a fim de produzir anticorpos IgE. A
prevengiio dos distirbios mediados pela 1gE poderiam |, potencialmente, ser iniciados
pela interferéneia seletiva dos principais fatores (genéticos, celular e ambiental) que,
parecem ser 0s responsaveis pela expresséio fenotipica final da atopia (ZEIGER et alii,
1986},
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7ZEIGER et alii (1986) ac idealizar nma estratégia para prevenir, reduzir
ou retardar o desenvolvimento de distiwbios alérgicos em recém-nascidos de risco
(historia parenteral de atopia ou elevados niveis sanguineos de IgE umbilical) propde a
cetirada dos alimentos mais alergénicos (leite, ovo, soja, milho, trigo, nozes, ciirus e
peixes) durante os primeiros 12 a 16 meses de vida, assim como reduzir os alergenos
inalantes do ambiente. A alimentagio ao seio deveria ser estimulada por longos
periodos, no minimo até o sexto més. O uso de proteinas modificadas enzimaticamente
que apresentam adequacidade nutricional e propriedades hipoalergénicas poderiam ser
utilizadas até o primeiro ano de idade. O leite de vaca poderia ser introduzido a partir
do primeiro ano; ovos a partir do segundo ¢ pescado somente a partir do terceiro ano
de idade.

As controvérsias referentes a utilizaglio de hidrolisados para fins
alergénicos induzem a necessidade de se estudar diferentes métodos de modificagbes
de proteinas para uso como fonte protéica alternativa. Desta forma, a reaglo de
plasteina se evidencia como possivel fonte protéica para este fim.

2.2. REACAD DE PLASTEINA
2.2.1. Introducae

A reacdio de plasteina tem sido considerada um processo enzimatico que
ocotre de modo reverso 4 hidrolise usual por proteinases (WATANABE & ARAL
1988; ERIKSEN & FAGERSON, 1976 HOFSTEN & LALASIDIS, 1976,
YAMASHITA et alii, 1976,; ASO et alii, 1973). Assim, um hidrolisado protéico,
composto por wma mistura de peptidios de baixo peso molecular, usado como
substrato, formaria por agdo enzimatica um produto protéico denominado “plasteina”.
Operacionalmente, a formagao de plasteina tem sido defimda como a formagdo de
material insolavel em solugio de TCA 10%, etanol 70% ou acetona (SUKAN &
ANDREWS, 1981). Esta reaglio tem sido utilizada para as proteinas de soja e, em
menor grau, para caseina, ovalbumina, proteinas de soro lacteo, concentrado protéico
de peixe e em fontes protéicas néo CONVENCIONals.
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Nas décadas de 50 ¢ 60, varios estudos foram realizados objetivando a
elucidacdo da relagdo entre reagdo de plasteina ¢ biossintese protéica (HOROWITZ &
HAUROWITZ, 1959). Entretanto, desde gue 0 mecanismo de alongamento da cadeia
polipeptidica foi estabelecido in vivo, as pesquisas da reagdo de plasteina tem sido
direcionada aos interesses da enzimologia (WIELAND et alii, 1960, DETERMANN
et akii, 1965, p)-

O interesse pela reagio de plasteina aumentoun 1o infcio de 1970 devido &
sus aplicabilidade no preparo de produtos alimentares (BELIKOV & GOLOLOBOVY,
1986). FUNMAKI et alii (1977) consideram que 2 plasteing pode ser usada para a
melhoria da aceitabilidade de hidrolisados protéicos de soja, eliminando o sabor
amargo destes, bem como do valor nutritivo de proteinas destinadas a0 conswmo
humano. Tais estudos demonstraram que 0 valor nutritivo pode ser melhorado atraves
da incorporagdo de etil éster de aminoacidos acrescentados ao sistema de reaglo ou
pela utilizagdo de misturas de hidrolisados como substratos na sintese de plasteina.

.33, Fatores que influem na reacio de plasteina

A reaglio de plasteina requer trés condigdes que se opdem aquelas
necessarias para os valores maximos de hidrolise: o substrato deve ser uma mistura de
peptidios de baixo peso molecular, preferencialmente obtidos de uma pré-hidrélise
enzimética da protefna. A concentragao do substrato no sistema de reagdo € outro fator
importante na ressintese & deve estar na faixa de 20 a 40% (p/V). A faixa otima de pH
para vérias proteases, atilizando-se como substrato um hidrolisado de globulina de soja
para a formagdo da plasteina ¢ restrita a pH4-7 (FUJIMAKI et alii, 1970).

TSAL et alid (1972) ao verificarem a influéneia da concentragdo do
substrato no rendimento da plasteina obtida a partir de hidrolisado de proteina de soja,
verificaram que o rendimento méximo ocorreu quando o substrato representava de 30 a
40% do sistema de reago, (s antores também constataram que 4 hidrolise parece ser
mais predominante quando a concentragdo do substrato € de 5%, Entre as propriedades
reoldgicas estudadas, verificou-se que o gumento do grau de hidrolise do substrato
contribuiu concorrentemenie para diminuir a viscosidade, enquanio a elevagdo da
concentragio do substrato contribuiy para aumentar a forga do gel. Em relaclio a
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capacidade emulsificante, nfio houve diferenga significativa entre as amostras de
plasteina, embora estas apresentem capacidade emulstficante significativamente
menores quando comparadas 4 proteina de soja e seus hidrolisados. E possivel gue as
particulas msoltveis resultantes da reaglo de plasteina sejam responsaveis por estes
dados.

TSAI et alii (1974) utilizando as fragdes de um hidrolisado protéico de
soja separados por tamanho molecular, encontrou que as fragdes contendo peso
molecular médio de 1043 (fraghio 11} e 685 (fraglo 1), produziram_ respectivamente,
plasteina mais eficiente (i.e. substdncias insoliveis em TCA 10%) que as fragdes de
peso molecular abaixo ou acima destes. Foi demonstrado, ainda, que, quando as
plasteinas obtidas destas duas frages foram submetidas & eletroforese em gel de
poliacrilamida (7,5%), o limite superior de peso molecular encontrado foi de 25.000,
demonstrando o aumento de peso molecular neste tipo de reagfo.

SCHMANDKE (1976) obteve resultados concordantes em relagio ao
rendimento da plasteina, obtendo maior rendimento quande o grau de hidrélise do
substrato era de 80% e a concentragiio de 20 a 40%.

Quando ¢ substrato ¢ incubado em concentragbes proximo de 7,5%, niio
aparece reagdo que possa ser quantificada pela insolubilidade em TCA 10%.
Concentrages baixas de substrato sio mais favoriveis a reagio de hdrdlise
{(FUNMAKI et alii, 1977).

A temperatura ¢ o tempo de reagiio também representam fatores que
influenciam no rendimento da plasteina. A temperatura de 37°C e o tempo de
incubaglo de 24 horas sdio considerados os mais adequados & obtencdo da plasteina
(FUIMAKIT et alid, 1970, 1977, YAMASHITA et alii, 1970: TSAI et alii, 1974;
SUKAN & ANDREWS, 1981; BARRIGA & MIRANDA, 1990).

BARRIGA & MIRANDA (1990) ao estudarem de forma comparativa a
reagho de plasteina aplicada & caseina e isolados protéicos de s0ja € tremogo,
verificaram que o rendimento das plasteinas & 37°C foram significativamente iguais
aos obtidos a 30°C on mais. Entretanto, temperaturas elevadas ocasionaram a
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formag#o de um precipitado fortemente escuro. Nio houve justificativa para duplicar o
tempo de reagdio de 24 para 48 horas, haja visto que ndio houve aumento significativo
da produtividade da plasteina.

2.2.3. Mecanismos de formacdo da plasteina

A ligagio peptidica na sintese de plasteina pode ocorrer por
transpeptidagio e/ou condensacio. ARAI & FUJIMAKI (1978) consideram ser mais
provavel que ocorram ambas as reacSes com extensio varidvel dependendo das
condigbes experimentais e da natureza dos peptidios envolvidos. Durante o processo,
um intermedidrio acil-enzima possivelmente é formado, sendo subsequentemente
atacado por um nucledfilo em solugdo, conforme demonstrado na Figura 2 (ARAl &
FUJIMAKI, 1978; HAJOS, 1979).

K
ES'N > § 4+ P,

4
+ K
N4
E+S TR ES > ES > E+P
% K, + K 2

Figura 2, Mecanismos envolvidos na reagio de plasteina (ARAI & FUJIMAK, 1978)

Etil éster de aminodcidos, acrescentados ao sistema de reacdo, também
atuam como nucledfilo e sdo incorporados durante a sintese de plasteina (FUJIIMAKI
et alii, 1977). GOLOLOBOV et alii (1986) demonstraram que a transpeptidagiio que
ocorre na reagio de plasteina ¢ o resultado de fatores cinéticas ¢ nio devido 2 fatores
termodimimicos.

YAMASHITA et alii (1970} ao estudarem os mecanismos de formagho
da plasteina obtida a partir de hidrolisado péptico de proteina de soja verificaram que a
quantidade de aminoacidos liberados da plasteina por tratamento com leucina
aminopeptidase ou carboxipeptidase-A foram significativamente menores que aqueles

33



liberados pelo hidrolisado utilizado como substrato, em condighes de tratamento
similar. Estes resultados suportam a idéia da formagdo de peptidios de elevado peso
molecular durante a reaglio de plasteina. Estudos de deuteragio segmidos por
espectrometria em infra vermelho confirmaram a ocorréncia do aumento de Ligaches
peplidicas igualmente nos estdgios iniciais da formacio da plasteina. Ao realizarem
avaliagio sensorial do produto obtido, utilizando a amostra diluida {1%) em
comparagdo a soluglo aquosa de feniltiourdia (10 a 107), constatou-se que o
hidrolisado péptico de soja apresentou sabor fortemente amargo ¢ sua magnitude
diminuin em concordéncia 4 produtividade da plasteina.

O papel da o-quimotripsina na sintese de plasteina foi estudado por
TANIMOTO et alii (1972). Os autores verificaram as similaridades e as diferencgas
enire as reagOes de Indrélise ¢ de sintese em relaglio ao sitio ativo, sua conformacgio
ativa, & regio hidrofobica vizinha e ao sistema de transferéncia de elétrons. Os
resultados obtidos indicaram que, também na reagdo de plasteina, a Ser-195 e Hig-57
sdo de especial importincia como fatores responsaveis pelo processo catalitico. Na
reagdo de plasteina, wma primeira via constitui-se da formagdo do peptidil-
quimotripsina na Ser-195 com subsequente via da amindlise ou imindlise (ataque
nucleofilico) por outro peptidio com auxilio da His-57 servindo de base geral para o
Processo.

ASO et alii (1973) estudaram a contribuigiio das ligagGes dissulfeto na
reagdo de plasteina ¢ a solubilidade em virios sistemas que permitissem informagdes
basicas sobre os fatores que contribuem para a estrutura da plasteina. Eles observaram
que as ligagOes dissulfidricas pouco contribuem para a formagdo da plasteina. O
fraccionamento da substincia protéica por solubilidade mostrou que 81,5 partes da
reago de plasteina constituia fragdo insolivel em tampdo fosfato 0,035M (pH 7,6).
Esta dltima fraglio era facilmente solubilizada em dodecil sulfato de sédio 0,3M.
Embora em menor quantidade, havia uma fragdo tipo prolamina gue era solivel em
etanol 50% e insolivel em 4gua, o qual apresenton uma dispersdiv-agregacio reversivel
com tratamento de aquecimento-resfriamento. Em 1974, este mesmo grupo, estudando
a participagiio das forgas hidrofobicas na reagfic de plasteina obtida de um hidrolisado
péptico da fragho globulina da soja, concluiu que estas interagles constituem o fator
mais importante na cadeia polipeptidica da plasteina,
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YAMASHITA et ali (1974) observaram que aminoacidos livres
aparecem graduahnente durante a teagdo de plasteina reforcando a ocorréncia da
ranspeptidagdo. Ao utilizar como substrato um hidrolisado de globuling de s0ja, ©
qual todo grupo carboxila estava marcado com O observou ainda que grandes
quantidades de H,0" sio liberados na primeira hora durante a formagdo da plasteina
pela a-quimotripsina a pH 5,3, Ao mesmo tempo houve uma reducdo correspondente
[0S grupos reativos 4 ninidrina. Embora este mecanismo esclarega o aumento do peso
molecular do produto formado, este aumento nio ocorre necesssariamente na sintese
de plasteina.

Em oposigio, HOFSTEN & LALASIDIS (1976) observaram gue o
alongamento da cadeia peptidica ocorre em pequena proporeds durante a formacdo do
gel e produtos insoliveis em agua. Fles obtiveram plasteina a partir de hidrolisado
enzimético de concentrado protéico de soro lacteo e concentrado protéico de peixe,
utilizando proteases bacterianas de baixa especificidade.  Os  produtos foram
caracterizados por cromatografia em Sephadex G-50 apés serem tratados com uréia
8M., guanidina 6M, 4cido acético 30% e perclorato 2M. Og autores sugerem que a
formagdo do gel na reagdo de plasteina pode ser descrita como um tpo de rearranjo no
qual as reacdes de transpeptidacio e hidrélise sdo mais importantes que as reagdes de
condensagio ¢ as ligagdes nio covalente entre os peptidios de peso molecular
relativamente baixos sio responsaveis pelas propriedades peculiares dos produtos
desta reacdo.

YAMASHITA et alii (1976) a0 acrescentarem varias concentrages dos
solventes orgnicos como dioxana e acetona ao meio da reacio de plasteina, uiilizando
um hidrolisado de ovalbumina (grau de hidrélise: 85%), ma concentragio de 509 (p/v)
com  a-quimotripsina, mostraram que a predatividade relativa da plasteing ¢
proporcional a uma maior concentracio de solvente orginico, isto é, menor
concentragio de dgua.

EDWARDS & SHIPE (1978) demonstraram que a forga fisica do gel e o
rendimento da plasteina obtida a partit de um  hidrolisado péptico de ovalbumina
tratada com o-quinntripsina e papaina, sfo dependentes do gray de hidrélise do
substrato e do tipo de enzima utilizada. A eletroforese contendo SDS indicou nio ter
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tido aumento no peso molecular da plasteina. Semelhante aos dados reportados
previamente, os aufores sugerem que a formacido de agregados peptidicos insoliveis
deve-se principalmente is mteragdes ndo covalentes,

As plasteinas demonstraram ser completamente rompidas na presenca de
uréia 8M, 4cidos orgdnicos a 50% {v/v}), detergentes fortemente 16nicos e valores
extremos de pH quando submetida 3 filtragio em gel (SUKAN & ANDREWS,
19823.0 perfil de peptidios confirmou que, estes originalmente presentes no
hidrolisado, também estavam presentes na plasteina; e que o contetido de ammnogrupos
ndo eram alterados na formagio de plasteina. Estes experimentos, adicionados aos de
eletroforese em gel mostraram que somente ligagBes hidrofobicas e i0micas estdo

da reagio. O uso de enzimas diferentes para produgio de plasteina favorece 2 hidrolise
pela diferenca na especificidade das enzimas envolvidas. A proteinase pode entfio
permitir continuar o estigio maximo de hidrélise.

A influéneia do sistema enzimético sob a forma solivel ou ligada a
suporte foi estudada por PALLVICINT et alit (1983). Eles obtiveram as plasteinas a
partir de hidrolisado péptico de baixo pesc molecular utilizando 3 a-quimotripsina
como catalizador. Os resultados indicaram que as plasteinas obtidas com a o-
quimotripsing soliivel eram mais ricas em glicina, valina, leucina e serina, enquanto
aquelas preparadas com o-quimotripsina ligada apresentaram teores elevados de dcido
glutdmico, lising, alaning o tirosina; sugerindo a obtengdo de uma plasteina mais
hidrofilica que aguela preparada com a enzima sob a forma solbvel,

plasteina visando melhorar sua produtividade. Este patametro expressa a relagdo entre
a msolubilidade da plasteina (B) ¢ a produtividade (a), considerando que a formacio
da plasteina depende da relagio hidrofdbico-hidrofillico dos peptidios envolvidos. Og
valores B/o considerados ot 0s para fonmar plasteina mais eficiente devem estar
proximos de 0,5, Virios substratos foram classificados de acordo com seus valores de
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a- e Plo . Ambos os substratos hidrofilicos e hidrofébicos produziram plasteina de
baixo rendimento, sendo os valores encontrados para a relagio B/o menores que 0.4
para os substratos hidrofilicos e maiores que 0,6 para os substratos hidrof6bicos. Entre
as plasteinas obtidas neste trabaltho, os hidrolisados de caseina e zeina apresentaram
produtividade (o) de 40 e 57% e relagio Bl de 028 e 0,87, respectivamente. Na
mistura 3 ; 1 destes hidrolisados, os valores obtidos para ¢ foram de 88% e a relagio
Bla de 0,45 confirmando os propositos desta relagio.

2.24. Enriquecimento da plasteina através da Icorperacio covalente de
aminodcidos

A suplementagio de proteinas de baixo valor biologico com os
aminoAcidos limitantes & ym principio aceito para melhorar ¢ valor nutritivo de umg
proteina. Entretanto, nag preparagles comerciais este processe tem aplicabilidade
limitada porque os aminoacidos livres usualmente produzem odor ¢ flavor indesejdveis
durante o processamento e cocgdio. Em adigdo, os aminodcidog tivres podem reagir
“om outros componentes e tornarem-se indisponiveis ag organismo (ASHLEY, 1983),

adicional oferecida pela reaglio de plasteina & 4 sua esterecespecificidade para a
mcerporagio de L-enantiémeros quando uma mistura de ésteres de aminoacidos é
utilizada como substrato (YAMASHITA et ali, 1979),

HOROWITZ & HAWROWITZ (1 959} reportaram inicialmente o uso da
incorporagdo de etil éster de amino4cidos na sintese de plasteina, A metionina OCupoy
33 e 85% dos grupos N- e C-terminal do total de aminoacidos, respectivamente,

aminodcidos livres & yp processe fortemente endogene {AF = 4 Keal/mol), e 3
energia requerida para formar uma ligaglio peptidica entre dois peptidios ¢ bem menor
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(AF = 0.4 Keal/mol); os substratos utilizados foram os hidrolisados de ovalbumina
{ fonte de metionina) ¢ de queratina {fonte de asteina). Os resultados foram mais
efetivos para a incorporagiio da cisteina promovendo o aumento de até 6 vezes 1o teor
deste aminodcido 4 proteina original. Fm um outro experimento, 0 mesmo grupo
utilizou etil éster de metionina apresentando entdo resultados similares aos obtidos
com a cisteina.

A plasteina incorporada com 4cido glutimico resulton em um produto de
grande solubilidade (YAMASHITA et alii, 1974,1976a). Foram utilizados o o, y-diet}
éster de dcido glutdmico, os quais sdo mais reativos que o o-monoetil éster, A
quantidade de acido glutAmico incorporada 3 plasteina aumentou em 40% gquando
comparado com 0s 15% presentes na proteina inicial (globulina de soja). Esta plasteina
apresentou-se completamente soltivel em 4gua na faixa de pH 19, 2 temperatura
ambiente. Quantidades nfio aprecidveis de fragfo insoliivel apareceu quando a solugio
aquosa de plasteina foi aquecida a 100°C por 1 hora, enquanto o tratamento similar da
preparagio de globulina de soja resultou na diminuigdo de sna solubilidade em torno
de 70%. Esta plasteina apresenton peso molecular médio de 6.200 daltons e ponto
isoelétrico na faixa de 1.5-4.0. Estudos utilizando dicroismo circular indicaram a
presenga de algumas estruturas o-hélice com a formagio da plasteina. Os autores
sugerem que esta mudanga conformacional possa estar relacionada ao teor de acido
glutdmico presente no produte.

Um método para preparar plasteina em larga escala foi proposto por
ARAL et alii (1974), Eles sugerem uma mistura de 1 : § {Metionina-plasteina :
proteina de soja) para se obter um teor de aminodcidos adequado segundo a
FAO/WHO (1963), com respeito aos niveis de aminodcidos sulfurados.

A obtengio de um produto protéico contendo baixo teor de fenilatanina
utihizando 2 reagfo de plasteina foi proposto por YAMASHITA et alii (1976;). Este
produto seria destinado as pessoas portadoras de fenilcetontiria. Foram utilizados como
substrato o concentrado protéico de peixe (CCP) e isolado protéico de soja (IPS). O
contetrdo de fenilalanina, tirosina e triptofano foram de 005, 782 ¢ 2,98% na
plasteina de CCPe de 0,23, 7,69 e 2,80% na plasteina de IPS. Fstas plasteinas eram
isentas de aminodcidos livres e apresentavam sabor e odor suaves.
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FUIMAKI (1978) demonstrou a aphocagéo da reaglio de plasteina para
melhorar a qualidade nutricional de proteinas convencionais e ndo convencionais com
enfase especial 4 incorporagdo de aminodcidos essenciais (sob a forma etil éster)
utilizando papaina como catalizador do sistema As combinagBes utilizadas foram: L-
metionina/ proteina de soja; L-lisina/ gltiten de trigo e L-tirosina/ concentrado protéico
de peixe (apés remogdo de fenilalanina). Entre as fontes nio convencionais, foram
estudados os extratos protéicos dos seguintes microrganismos  fotossintéticos:
Spirulina maxima, Rhodopseudomonas capsulatus e Trifolium repens L., através da
incorporagio simultinea de 3 aminodcidos: L-metionina, L-lisina e L-triptofano.

MONTI & JOST (1979) a0 sintetizarem plasteina a partir de hidrolisado
péptico de proteina de soja e etil éster de L-metionina marcada com “C como
substrato ¢ papaina como catalizador, verificou que a plasteina resultante continha
14,3% de metionina ligada covalentemente. Apés oxidagdo e subsequents filtragdo em
gel (Sephadex G-25), constatoy-se que o comprimento médio da cadeia apresentava 6
residuos de aminoacidos tanto no substrato quanto no produto final, ndo sendo
evidenciado a formago de peptidios de alto peso molecular na reacic de plasteina.

HAJOS & HALASZ (1982) utilizaram metil éster de L-metionina para
incorporar ac hidrolisado de caseina . considerando gue a reagiio covalente aos
peptidios  formariam uma  quantidade equivalente de metanol. Um  aumento
significante, de aproximadamente 4 vezes, foi verificado no contendo de metionina da
plasteina,

A avaliagiio nutricional de um isolado protéico de soja contendo
metionina incorporada covalentemente através da sintese de plasteina, foi realizada por
ARATI et alii (1983). Foram preparadas seis formulas diferentes contendo 2 papaina
como catalizador. Os niveis de metionina variaram de 1 a 4% nestas formulas e de 0.1
a 0.4% nas dietas elaboradas. Fsta avaliaciio foi realizada com ratos {(wistar} . Os
resultados indicaram que a quantidade de alimento ingerido e o ganho de peso diario
tenderam a aumentar com o aumento dos niveis de metionina da dieta. A maxintizagio
do valor do PER (2,97 ou 2,93) ocorreram com a suplementaciio na faixa de 25a
3,0% de metionina, respectivamente. No final deste experimento, os ratos foram
sacrificados ao acaso ¢ procedida a pesagem do figado, rins e bago. Os resultados
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indicaram que ndc houve diferenca significativa no ammento ou reducdo do peso dos
orglos quando comparados ac peso corpdreo. Nenhum diagnéstico anormal foi
observado em todas as espécies de orglos investigados. O grupo concluiu entfio, que
este tipo de modificagdic enzimética poderia ser considerada como uma alternativa para
melhorar a qualidade nutricional nfo somente do isolado protéico de soja como
também de outras proteinas e produtos protéicos de baixa qualidade.

ASHLEY et alis (1983) vertficaram a disponibilidade bioldgica de duas
plasteinas enriquecidas com os aminodcidos L-triptofano ¢ L-metionina. Em ambos os
experimentos, os ratos foram alimentados com dietas contendo niveis graduais destes
aminoacidos sob a forma livre ou ligados s plasteinas. Os resultados do primeiro
experimento indicados pelo ganho de peso, quantidade da dieta ingerida ¢ niveis
plasmaticos de triptofano mostraram que o triptofano incorporado a plasteina foi
utilizade na mesma extensdo que o triptofano sob a forma livie. Em relagio 4
metionina, os resultados obtidos foram equivalentes aos do triptofano. Estes resultados
indicam que tanto o triptofano quanto a metionina ligados covalentemente & plasteina
s&o biologicamente equivalentes a adi¢do de aminodacidos livres para o crescimento de
ratos. Assim, estas observa¢les abrem a possibilidade para o uso da plasteina no
methoramento do valor nutricional de proteinas, principalmente as nfio convencionais.
Em adig@o a plasteina pode ser usada no desenvolvimento de novas matérias primas
para produtos dietéticos designados para uso terapéutico.

2.2.58. Consideragdes finais

A estrutura da plasteina se assemelha ao das proteinas denaturadas.
Estudos de difragio de ratoc X sobre as plasteinas revelaram a presenga de
polipeptidios lineares com cadeias “"close-packed”. O fato que a estrutura inicial da
proteina ndo ¢ restaurada na formagfio da plasteina pode ser confirmado pela auséncia
da atividade enzimatica nas plasteinas obtidas de hidrolisados de pepsina e tripsina; e
também pela auséncia de atividade hormonal nas plasteinas obtidas de nsulina. Apesar
das plasteinas diferirem das proteinas iniciais em sua estrutura secundaria e tercidria,
elas se assemelham as proteinas em muitas propriedades fisico-quimicas, Elas sfo
clivadas por varias enzimas protecliticas, reagem com ninidrina, formam complexos
com Cu™ ¢ siio precipitadas pelo TCA (BELIKOV & GOLOLOBOV, 1986).
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As propriedades da plasteina dependem do grau de degradagdo do
hidrolisado aplicado (LUDWIG et alii, 1986). A natureza dos substratos, o tipo de
proteinases e as condigBes especificas da reagdo mfluem notadamente na composiglo
de aminodcidos, ¢ assim, nas propriedades funcionais e nutricionais dos peptidios da
plasteina,

As enzimas uotilizadas para a reagSio de formacio de plasteina
encontradas na literatura s#o, em sua maioria; pepsina, papaina, subtilisina’BPN e a-
quimotripsina, sendo esta Gltima estudada com maior frequéncia. Contudo, outros
sistemas enziméticos devem ser estudados a fim de se estabelecer parfmetros 6timos e
diferentes propriedades fisico-quimicas na utihizagio em produtos alimentares
alternativos.
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3. MATERIAIS E METODOS
3.1. MATERIAIS
3.1.1. Matérias primas e sistema enzimatico

As matéria primas utilizadas para a produgfo plasteing foram o isolado
protéice de soja (IPS), Sanprosoy 90-NB fornecido pela SANBRA S/A e a caseina
comercial fornecida pela HENRIFARMA S/A.

O sistema enzimatico aplicado foi a pancreating de pancreas sufno de
procedéncia Merk com atividade declarada de 350 FIP/Ug de protease.

3.1.2. Reagentes

Foram utilizados reagentes de grau analitico {p.a), de diversas
procedéncias: Biorad, Chemco, Foibra, Grupo Quimica, Merck, Nuclear, Pharmacia,
Sigma, Synth, Vetec, efc.

3.1.3. Instrumentsl

Além de utensilios de use comum em laboratério, como vidraria,
espatulas, microespétulas, pingas, pincel, suportes, etc, foram utilizados os seguintes
aparelhos:

- Agitador magnético Fanem, modelo 257

- Balanga analitica Scientec, models SA 170

- Balanca analitica Sauter, modelo 414/10

- Balanga semi-analitica Sauter, modelo SD1000T
- Balanga semi-analitica Marte, modelo A10600
~ Banho-maria MLW, série UH

- Banho-maria tipo Dubnoff TEQ93

- Centrifuga Sorvall, modelo R5C5

- Chapa aquecedora Thermolyne

- Cromatografo Beckman, modelo 7300

- Digestor e destilador Kjeldahl, Tecnal
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~ Espectrofotometro Incibrds, modelo DF200

- Espectrofotémetro Beckman, modelo DU-70

- Estufa de secagem e esterilizagiio Fanem, modelo 3158E
- Forno elétrico Fanem, modelo 413

- Gaiolas de crescimento em aco inox

- Homogeneizador Phoenix, modelo HS2?

- Liofilizador Virtis, modelo 10-146MR-BA

- pH-meftro digital Tecnal, modelo TEC-2

- pH-metro digital Metrohm Herisay, modelo E500
- Sistema elétroforético Ortec, modelo 4200

-~ Termostato Incotherm

3.2, METODOS

3.2.1. Composi¢do centesimal apreximada das matérias primas
3.2.1.1. Proteina : determinada multiplicando-se a porcentagen de nitrogénio
pelos fatores de conversfio 6,38 para casefna ; 5,71 para ¢ IPS ¢ 6,25 para a plasteina.
O nitrogénio foi determinado pelo método Kjeldhal {semi-micro), conforme

procedimento da AOAC (1975), utilizando como catalizador o didxido de titinic
(WILLIAMS, 1975).

3.2.1.2. Umidade: determinada pelo método por secagem em estufa a 105°C até
peso constante segundo procedimento da AOAC (1975).

3.2.1.3. Cinzas: determinada pelo método por mcmeracio em mufla a 550-
660°C até peso constante (A.0.A.C., 1975).

3.2.1.4. Lipideos totais: determinado segundo BLIGH & DYER {1959).

3.2.1.5. Carboidratos: calculado por diferenca.
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3.2.2. Preparo dos hidrolisados enzimsticos de caseina ¢ IPS

As suspensbes aguosas de caseina e IPS {(pH 7.5) foram aquecidas,
separadamente, deixando arrefecer até 37 °C. A seguir, toi adicionade o sistema
enzimatico nas proporgfes indicadas na Tabela 2. As suspensfes foram incubadas sob
agitagdo (50 rpm) durante 6 horas a 37 °C . A concentragio do substrato variou de 2,5
a 7,5%. Apds o periodo de incubagiio, a dispersio resultante foi aquecida a 70 °C por
10 minutos (PUSKI, 1985) a fim de inativar o sistema enzimatico, facilitar a
separagio da fragdo protéica ndo hidrolisada e promover uma pasteurizagio do produto
(NETTO, 1992). Durante a hidrélise foi feito o acompanhamento da variagio de pH.

Tabela 2. Condiges da hidrolise enzimatica para o preparo dos
hidrolisados pancreaticos de IPS (HI) e caseina (HC).

Experimento Amostras 5 (%) Relagdo E /S
HCIA/HIIA I:20
I HCIB / HIIB 2,5 1:40
HCI1C / HIIC 1:60
HCZA /HI2A 1:20
H HC2B / HIZB 5,0 1:40
HC2C / HI2C 1:60
HC3A /HIBA 1:20
1 HC3B / HI3B 7.5 1:40
HC3C / HI3C 1.60

Os hidrolisados obtidos foram congelados ¢ liofilizados, A reagio de
hidrélise foi monitorada pela determinagdo do grau de hidrélise {GH), segundo o
método proposto por YAMASHITA et alli (1 970). onde a proteina precipitada por
solugdo de TCA a 10% foi centrifugada a 10000 rpm durante 15 minufos, na
temperatura de 4 °C, O nitrogénio do sobrenadante foi determinado pelo método de
Kjeldahl (A. O. A. C., 1975) segundo procedimento descrito no item 4.2.1.1. O grau
de hidrolise € definido como a relagio de nitrogénio soliivel pelo nitrogénio total,
sendo expresso por:

e ) N . .
GH (%) = Nutrogénio Soiu‘{ei eri; @lu@a@ de TCA 10% .
Nitrogénio total

100
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3.2.3. Obtengiio da plasteina

Os hidrolisados enzimaticos de caseina e IPS foram redissolvidos em
solugdio aquosa, variando-se o pH em 3 valores conforme demonstrado na
tabels 3.

Tabela 3. Condicdes realizadas para obtengio de plastefnas a partir
de hidrolisados pancreaticos de IPS e caseina,

Experimento Amostras pH S (%) Relacdo B/ 8§
P 50 : 50
P2 30 7525
P3 100
f P4 50 50 : 30
B5 40 75:25
Pg 100
P7 50:50
P8 30 7525
P9 100
1 P10 6,0 5050
P11 40 75:25
Pi2 100
Pi3 5G: 50
Pi4 30 75:23
P15 100
11! Pi6 7.0 50 : 50
P17 40 75.25
PI8 100

A proporgdo dos hidrolisados de IPS € caseina foram de 50/50, 75/25 &
100, respectivamente. A concentragdo de substrato variou entre 30 e 40%. A incubagdo
procedeu-se sob repouse, a 37°C durante 24 horas {YAMASHITA et alli, 1970y, A
relaglio enzima/substrato foi g mesma da reagfio de hidrélise, apés selecdo deste
considerando o maior grau de hidrolise obtido. Apés este periodo de incubagio as
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plasteinas foram aquecidas (PUSKI, 1985). A seguir as amostras foram congeladas e
hofillizadas.

A reaglio da plasteina foi monitorada pela determinacio da produtividade
(o) segundo o método proposto por ARAI et alli (1975), onde a proteina ¢ precipitada
por soluglo de TCA a 10% e posteriormente centrifugada nas condigdes descritas no
ttem 3.2.2. A produtividade ¢ definida como a relagio de nitrogénio  msoliivel em
solugdo de TCA 10% pelo nitrogénio total, sendo expresso pot:

' 1 énio insohivel tucd "CA 100
Produtividade ( o ) = —ogénio insoldvel em solugdo de TCA 10%
Nitrogénio total

x 100

3.2.4. Determinaciio de aminodcides
3.2.4.1, Hidrolise com HCI

Foram determinados os aminodcidos totais com excecdo da metionina,
cisteina e triptofano. As amostras foram submetidas a hidrélise com HCl 6N em
ampolas de vidro (18 x 150mm), seladas a vacuo e mantida a 110 °C por 22 horas,
Apos este periodo de incubacdo, o 4cido cloridrico foi evaporado em dessecador, O
conteddo fo1 entlio diluido ¢ transferido quantitativamente para um baldo de 3mi com
tampao citrato de sodio 4M, pH 2,2 com 15% de polietilenoglicol 400,

3.2.4.2. Hidrélise apés prévia oxidacfic com cide performics

Foram determinados os aminoécidos sulfurados {metionina e cisteina) .
Apbs oxidagio prévia com 4cido performico, seguin-se a hudrélise com HC! 6N.
Metionina e cisteina foram detectados como metionina sulfona e 4cido cistéico,
respectivamente. O método proposto por MOORE (1963) consiste na utilizag8o do
acide performico, preparado com 1 ml de peréxido de hidrogénio a 30% em 9 mi de
acido formico a 88%, deixado a reagir por 1 hora a temperatura ambiente. Em seguida
¢ colocado em banho de gelo para uso imediato. O material a ser oxidado foi colocado
em ampolas de vidro (18 x 150mm), sob banho de gelo e adicionou-se 2 ml de acido
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performico. As ampolas foram mantidas em banho de gelo durante 4 horas. Apés este
periodo, o excesso do reagente foi destruido pela adiglio de 300 ud de 4cido bromidrico
a 48%, também gelado. O contetdo da ampola foi seco em desssecador e o vesiduo foi
submetido 3 hidrolise com HC} 6N, conforme descrito no item anterior.

3.2.4.3. Hidrélise com hidréxido de Litio

Para determinagiio do triptofano, as amostras foram hidrolisadas com
LiOH 4N, segundo o método proposte por LUCAS & SOTELO (1980). As amostras
(500 mg de proteina) foram colocadas em ampolas de vidro (18 x 150mm) e
adicionou-se 0,5 ml de LiOH 4N. As ampolas foram seladas 4 vécuo e mantidas 2 160
°C por 24 horas. Apos este perodo de incubagfo, o conteudo da ampela foi
neutralizado (pH 7 - 7,5) com acido ortofostrico a 85%. O conteudo da ampola foi
transferido quantitativamente para um balio ¢ o volume completado para 5 ml.

3.2.4.4. Aminegrama

A composigio qualitativa e quantitativa de aninodcidos nas amostras foi
reglizado em cromatografo Beckman 7300, pelo método de SPACKMAN et alk
(1958). Este analisador conside de wm sistema de duas colunas, uma curta 0,6 x
F7em) e uma longa (0,6 x 42cm), empacotadas com resina de troca idnica "Durrum
DC" A detecgdo ¢ feita em 570nm e 440nm, na escala de 0,0 até 0,1 de absorbancia
O sistema foi calibrado com uma solugiio de aminoacidos padrio Pierce H, através do
qual ¢ determinado a constante em relagio a concentragio/altura do pico de absorgfo.

3.2.4.5. Quantificacio dos aminodcidos lyres

Foi utilizado uma aliquota do material sem hidrélise para quantificar os
aminodcidos livres,
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3.2.5. Determinacio de peso molecular

3.2.5.1. Eletroforese em gel de poliacrilamida contendo dodecil sulfato de
sédio

Foi determinado na matéria prima inicial (caseina ¢ IPS), hidrolisados e
plasteina a fim de monitorar as mudangas ovorridas nas proteinas intactas conforme a
reagdo a que foi submetida. O método foi realizado segundo WEBER & OSBORN
{1969}, utiizando o sistema de placas verticais (9,5 x 9.0 cm). As proteinas padries
utilizadas foram: fosforilase b (PM: 94.000), albumina bovina (PM: 67.000),
ovalbumina (PM: 43.000), anidrase carbnica (PM: 30.000), inibidor de tripsina (PM:
20.100) e o-lactoalbumina (PM: 14400). todas procedentes da Pharmacia, Os géis
foram preparados pela mistura de 15 ml de uma sclucio tampio fosfato 0,0IM, pH
7.0, contendo 2% de dodecil sulfato de sédio (SDS), com 13,5 ml de solucio de
acrilamida-bisacrilamida (22,8% T). A essa mistura foram adicionados 45 ul de N-N-
N-N'_tetratilenodiamina e L5 ml de persulfato de aménioc na concentragio de 10
mg/ml (GALEAZZI, 1978). As placas foram entio preenchidas e a polimerizacio
procedeu-se em 20 minutos.

As amostras foram preparadas previamente pela incubagio por 2 horas a
37 °C, de tubos contendo 400 ul das solugfies de proteinas padrdes e das amostras na
concentracio de 1 mg/ml |, a qual foram acrescentados 100 i de solugdo contends
0,4% de SDS e 0,4% de mercaptoetanol em tampio fosfato 0,0IM, pH 7.0. Apés a
incubaghio foram acrescentados 1,5 ml da solugdo contendo 3,0 m! de solugdo de azul
de bromofenol 0,05%, 200 gotas de ghicerol, 1 mi de mercaptoetanol e 10 mi de
tampdo fosfato 0,01M, pH 7,0. As amostras foram aplicadas nos pogos da placa em
volume de 100 ul. O tampdo utilizado durante a corrida foi a solugdio de tampio
fosfato 0,001M, pH 7.0, contendo 0,1% de SDS. A eletroforese fol realizada
mantendo & amperagem de 20mA durante o tempo necessario. Apds remogio, os géis
foram corados em solugdo 0,1% de Coomassie Brilliant Blue R-250 (p/v) em solugio
de metanol 40%(v/v) e de acido acetico 10% (v/v) durante 30 minutos. Em seguida
foram feitas Javagens sucessivas com soluglic descorante contendo metanol 40% (v/v)
¢ dcido acético a 10% (v/v) até visualizaglio adequada das bandas. As bandas de
proteinag foram fotografadas , determinando-se também a mobilidade relativa {MR) e
0 peso molecular das amostras. O gel foi estocado em solugdo de acido acético a 10%
{v/v).

48



3.2.3.1. Cromatografia de exclusio molecular em gel Big-rad P-60

Foi determinado mnos hidrolisados e plasteinas, segundo o método
proposto por ANDREWS (1965). O gel Bio-rad P-60 foi equtlibrado em solugfo de
acido acético a 5%, pH 2,5, contendo 1M de NaCl e 0,02% de azida s6dica .

A cromatografia foi desenvolvida em colma de 2,0 x 50,0 cm, a wma
velocidade de fluxc de 36 ml/hora, & temperatura ambiente. Foram coletadas fragdes
de 3 ml, sendo as proteinas localizadas pela leitura da absorbéncia, no comprimento de
onda de 280 nm, em cubetas de 1 cm de caminho Gptico em espectrofotdmetro
Beckman, modelo DU-70. A coluna foi calibrada pela eluiclio de substancias de peso
molecular conhecido, Foram utilizados: ovalbumina (PM: 45.000, Sigma), anidrase
carbbnica (PM: 29.000, Sigma), a-lactoalbumina (PM: 14.200, Sigma) e triptofanc
(PM: 204,22 , Synth). O volume de exclusio (Vo) foi determinado usando Blue
Dextran (PM: 2.000.000, Sigma). Amostras de 50 mg foram dissolvidas no eluente e
cromatografadas nas condicSes descritas.

3.2.6. Avaliacio Nutricional
3.2.6.1. Digestibilidade in vitro

Foi realizada nas amostras de IPS, caseina, hidrolisados e plasteina,
segundo o método de AKESON & STAHMANN {1964), modificado por GALEAZZ]
(1981). O hidrolisado é separado da fragdo nio digerida por precipitagio pela adigdo
de 4cido tricloroacético (TCA) e posterior centrifugacio. O mesmo processoe foi
utilizado para obtengfio do branco de enzimas (pepsina ¢ pancreatina) e do branco da
amostra, A digestibilidade é definida pela quantidadde de nitrogénio sohivel na
amostra, sendo expressa através da formula:

Nh - {(Ne + Nb) <

i@

100

D (%) =

onde: Nh = nitrogénico do hidrolisado
Ne = nitrogénio do branco de enzimas
Np = nitrogénio do branco da amostra
Na = nitrogénio da amostra
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3.2,6.2, Escore quimico (EQ)

Calculade a partir do resultado do aminograma, utilizando padrio de
referéncia da FAO/WHO/UNU (1985), segundo PELLET & YOUNG (1980). O
€score quimico para a proteina de um alimento se define como:

mg de aminoacido / g de proteina teste
mg de amino4cido / g de proteina padrio

x 100

EQ (%)=

3.2.7. Atividade do inibidor de tripsina

Realizado no IPS e seus hidrolisados e na plasteina, segundo o método
de KAKADE et alii (1969), utilizando BAPA (benzoil-DL-arginina-p-nitro-anilida)
como substrato.

3.2.8. Avaliaciio imunolégica
3.2.8.1. Obtengdio do antisoro

Foram utilizados quatro coelhos por amostra {antigeno). Os animais
receberam semanalmente, por via subcutdnes, 0.5 ml de uma preparaclo antigénica
composta de solugdo salina e antigeno ( 2,5 mg/ml de solugdo fisioldgica). A sangria
foi realizada apos trés semanas, através de punc¢io venosa na oreltha. O soro obtido foi
entdo mantido congelado & -20°C | adicionando-se uma gota do agente bacteriostatico
azida sodica a 0,02%, até sua utilizagio.

3.2.8.2. Anafilaxia cutinea passiva {(PCA)

Realizado na matéria prima (IPS e caseina) e seus respectivos
hidrolisados ¢ na plasteina, segundo OVARY (1958). O teste foi conduzido em
cobaias adultos ( 250 - 350g), machos, de pele e pelos claros. O teste foi relizado na
regifio dorsal ap6s ter sido depilada 24 horas antes da prova. A técnica consiste em
mjetar por via intradérmica 0,1 cm® do antisoro (ndo diluido ¢ nas diluigdes de 1/5;
125, 1/125; 1/625 ¢ 1/3125) em varios pontos da pele (com intervalos minimos de
3em). Ao mesmo tempo, foram realizados testes com as solugbes de controles negativo
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¢ positivo . Durante este procedimento os animais foram anestesiados com solugdo de
pentobarbital sodico a 0,3% considerando a dose de 0,1 ml/100 g de peso do animal,
Os animais ficaram em repouso durante 3 horas, para fixagiio dos anticorpes nos
tecidos. Apés este periode, foi injetado por via intravenosa, 0.5 cm3 da soluglo do
antigeno (1mg) em mistura com 0,5 cm3 de solugdo corante azul de Evans a 2% em
Na(l 0,85%. Apos 30 minutos, o animal foi sacrificado e procedeu-se a descola da
regifio de prova medindo o difimetro das manchas do corante no lado interno da pele,

As reagdes foram classificadas do seguinte modo:

(-} manchas com didmetro inferior a Smm

(+) " " " entre 5 e 10mm
(++y " " ) " 10e 15mm
(+++) % 1 i # 15 e 20[“111
{(r+ey " " acima de 20mm

Para exprimir os resultados em unidades PCA, dividi-se a reciproca da
mais alta diluigdo do soro que deu reagfio positiva, em milimetros, pelo volume do
antisoro injetado.

3.2.9, Anilise estatistica

As medias dos resultados obtidos foram submetidas a analise de
varianeia e, quando diferentes pelo teste F, analisados segundo DUNCAN (1955) ao
nivel de 95% de confiabilidade. Para curvas padrio utilizou-se o coeficiente de
correlagio obtido por regressdo linear.




4. RESULTADOS E DISCUSSAQ
4.1. Composicio centesimal aproximada

A composi¢io centesimal aproximada do IPS ¢ caseina sio apresentados
na tabela 4. Observa-se que o resultado obtido para o teor de umidade (%) do IPS
(8,94) € superior aos teores de 6,9 e 5.3 % obtidos por SMITH & CIRCLE (1972) ¢
TORUN (1979); respectivamente. Quanto & caseina, o teor de umidade (%) de 5,69 ¢
inferior ao valor de 7,67 obtido por FREITAS {1991},

Tabela 4. Composigio centesimal aproximada das matérias primas.
Todos os resultados sdo apresentados como p/p %o e representam a
média + sp de trés determinagdes.

Componentes IPS {Caseina
Umidade 8,94 + 0,19 5,69+ 034
Cinzas 402 +£0,28 2,940 14
Proteinas 83,89 + 020 50,09 + 0,09b
Lipideos 0,72+ 0,03 0,61 + 0,04
Carboidratos® 2,43 0,72
AN x35,71)
b{N x6,38)

¢ Calculado por diferenca

O teor de cinzas (%) do IPS relatado na Hteratura ¢ diverso variando de
2,5 (SMITH & CIRCLE, 1972} 2 4.5 (WAGGLE, 1979). O valor de cinzas obtido
para o IPS fo1 de 4,02% e esta proximo do teor reportado por WAGGLE (1979). O teor
de cinzas da caseina (2,94%) é concordante ao obtido por FREITAS (1991}, de 2,57%.

O teor de lipideos do IPS (0,72%) se aproxima do valor obtido por
WAGGLE (1979), de  0,5% e é inferior ao teor reportado por TORUN (1979}, de
1,1%. A caseina também apresenta baixo teor de lipideos, sendo encontrados em
percentuais inferiores a 1,0%, como é o caso desta matéria prima que apresentou 0,61%
de lipideos.
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A definigdo de proteinas do ponto de vista da nutrigio e cifncia dos
alimentos estd baseada nos procedimentos  analiticos para sua determinagio, A
determinagdo do Nitrogénio total pelo método de Kjeldah! ¢ amplamente utilizado ¢ a
proteina € entfio determinada como o teor de nitrogénio multiplicado por um fator de
conversdo. O fator de conversdo padrio para o Nitrogénio determinado pelo método de
Kjeldahl € 6,25 Entretanto para a caseina e produtos derivades tem sido adotado o fator
6.38. Os produtos a base de s0ja apresentam um problema particular, pois ¢ fator de
conversdo 6,25 ainda tem sido amplamente ptilizado, embora tenha-se o conhecimento
que este fator ¢ elevado (SMITH & CIRCLE, 1978). Jones (1931) e Morr (1982)
citados por ADLER-NISSEN (1986), propuseram o fator 5,71 para os produtos & base
de soja, considerando os teores de nitrogério presentes nesta fonte protéica.

Entretanto, os resultados divulgados em nossa Jiterstura ainda se
apresentam wtilizando o fator 6,25 para as fontes protéicas em geral, inclusive para ¢
IPS e a caseina. Assim, se fez nECessario converter os valores obtidos na Tabela 4 para
valores considerando o fator 6,25 a fim de compard-los aos dados reportados na
literatura,

O teor de proteinas {N x 6,25) do IPS e da caseina foram convertidos
entdo a3 91,82 e 88,20%, respectivamente. Estes valores, em relagdo ao IPS, sio
concordantes aos obtidos por SMITH & CIRCLE (1972), WAGGLE {1979}, NETTO
{1992), superior ao teor proteico obtido por TORUN {(1979), e inferior ac relatado por
O'DELL (1979).

Quanto & caseina, o valor obtide (88,20%) ¢ concordante ao obtido por
FREITAS (1991), de 85,0% e superior ao obtido por TOGASHI {1993}, de 82,599,

4.2. Hidrolise enzimitica do IPS ¢ caseing com pancreating.

A utilizagdo da pancreatina como sistema enzimitico na hidrélise do IPS e
caseina justifica-se pelo fato dag eNzimas pancreaticas segwirem o modelo de digestiio
fisioldgica intestinal das proteinas. Além disso, a pancreatina apresenta atividade 6tima
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na faixa de pH 6-8, o que permite realizar a hidrélise sem acréscimos de grandes
concentragoes de sais, evitando problemas com a osmolaridade do produto final,

r

A pancreating ¢ constuida por pares de endo/exopeptidases:
tripsina/carboxipeptidade-B e quimotripsina/carboxipeptidase-A. A quimotripsina ¢ a
carboxipeptidase-A liberam os aminojcidos tirosina, fenilalanina, metionina, leucing e
histidina, sendo que a primeira ainda libera a asparagina. A ftripsina e a
carboxipeptidase B liberam 2 lising e arginina (LENINGHER, 1991),

Em adigFo, a pancreatina ¢ um sistema enzimético de baixo custo quando
comparado s enzimas purificadas e de alta especificidade, e que sdo em sua maioria
importadas de outros paises. Deve-se considerar a possibilidade da aquisigio desta
enzima pela inddstria nacional, como por exemplo a Biobras que a produz como
subproduto do processamento do pancreas para a obtengo de insulina (FREITAS,
1991).

O IPS utilizado como substrato apresenta alta disponibilidade no mercado
nacional e wutilizagio comprovada na nutrigdo humana, inclusive na alimentagdo
infantil, o qual seu consumo é crescente. Reconhecendo ser a caseina proteina padrio
para estudos nutricionais por apresentar sua composicdc em amincacidos adeguada
(FAQ, 1970), resolvemos proceder a obteng#o da plasteina a partir da composicdo de
hidrolisados de IPS e caseina em diferentes proporgées visando otimizar este processo
no que se refere ao valor nutricional, custo e propriedades imunogénicas do produto.

4.2.1. Grau de hidrdlise.

A obtenglio dos hidrolisados pancreaticos de IPS e caseina, conforme
descrito no item 3.2.2., foram monitorados através do grau de hidrélise com o objetivo
de otimizar este processo, considerando ser esta, uma medida da extensfio da
degradacdo hidrolitica,

O grau de hidrélise ou indice de solubilidade em 4cido tricloroacético
{TCA) foi utilizado para a caracterizaglio da distribuigio do peso molecular dos
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hidrolisados, haja visto gque o TCA precipita as moléculas protéicas e grandes peptidios.
Outros metedos tem sido utilizados, como o que avalia o niimero de ligagdes peptidicas
clivadas pela reagdio com o 4cido trinitrobenzenosulfénico (TNBS), proposte por
ADLER-NISSEN (1979).

Entretanto, optou-se por utilizar o indice de solubilidade em TCA
considerando o elevado grau de correlaglo (r = 0,9982) obtido por NETTO {1992) ac
comparda-lo com o método proposto por ADLER-NISSEN (1979) assim como a
utilizagdo de reagentes mais baratos, visando reduzir o custo final do produto a nivel de
controle de qualidade. Além disso, este indice ¢ amplamente utilizado para determinar a
produtividade da plasteina (insolubilidade em TCA), o que permite nfio s6 a
comparaciio de resultados aos reportados na literatura como fambém avaliar o efeito da
sintese de plasteina na solubilidade em TCA inicial dos hidrolisados, aplicando assim
um mesmo método de comparagiio.

Foram preparados nove diferentes hidrolisados de cada matéria prima
{(IPS e caseina), variando-se a concentragBo de substrato (S) e a relacio
enzima/substrato (E/S). As condigfes de hidrdlise e o grau de hidrolise obtidos sdo
apresentados na Tabela 5. A hidrdlise pancreatica procedeu-se sob agitagio constante,
a 37°C durante 6 horas.

Dentre o0s hidrolisados produzidos os que apresentaram  melthores
rendimentos foram os hidrolisados HC2A e HI2A, os quais resultaram em grau de
tudrolise de 75,48 € 69,70%, respectivamente. As condigdes experimentais a que estes
hidrolisados foram submetidos incluem a concentragfo de substrato de 5,0% ¢ relagio
enzima/substrato de 1/20 em ambos 0s casos.

Estes resuitados se encontram representados nas Figuras 3 e 4, as quais
demonstram o grau de hidrélise obtido nos hidrolisados pancreaticos de caseina (HC) e
de IPS (HI) e na Figura 5 que demonstra estes resultados de forma comparativa.

Os valores de grau de hidrdlise obtidos para os hidrolisados de IPS foram
superiores aos reportados por NETTO (1992), embora as hidrdlises tenham sido
realizadas em condigdes diferentes porém aproximadas. A autora obteve 47.6% de
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hidrolise quando a concentragdo de substrato era de 3,5% ¢ a relagdo E/S de 1/18; ¢ de
32,9% de hidrGlise para 5,5% de substrato e relagio E/S de 1/35.

Tabela 5. Grau de hidrolise dos hidrolisados pancredticos de caseina (HC)
¢ IPS (HI) sob condigdes variaveis de concentragio de substrato (3)
¢ relagiio enzima/substrato (E/S).

Hidrolisados 5 (%) Relagdo E/S GH (%)
HC1A 1/ 20 67,51 + 0278
HCIB 2.5 1/ 40 65,30 + 0,180
HCIC 1/ 60 60,45 + 0,05
HC2A 1/ 20 75,48 = 0,45
HC2B 5.0 1/ 40 68,74 + 0,594
HC2C 1/ 60 67,78 £ 0,182
HC3A 1/ 20 65,90 & 0,422
HC3B 7.5 1/ 40 56,30 + 0,314
HC3C 1/ 60 42,36 + 0,228
HI1A 1/ 20 60,71 £ 0,17°
HIIB 2.5 1/ 40 48 00 + 0,028
HIIC 1/ 60 32.00 + 0,158
HIZA 1/ 20 69,70 + 0,372
HI?B 5.0 1/ 40 52 95 4 0,464
HI2C 1/ 60 35,22 + 0,398
HI3A 1/ 20 60,80 & 0,090
HI3B 7.5 1/ 40 42.06 & 0,13¢
HI3C 1/ 60 29 79 + 6,565

Estes resultados representam a média = DP de trés determinagdes. Valores assinalados
com letras iguais nfio apresentam diferenca significativa (p<0,05).

O aumento de pran de hidrdlise obtido neste expenmento ocorrey
provavelmente devido a modificagdes realizadas quando comparados ao experimento
realizado por NETTO (1992). Dentre as modificagles descrevemos a manutencio do
pH do meio de reagio em 7,5. Além disso, este valor de pH (7.5) se aproxima do pH
Htimo da enzima que € de 8,0
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Figura 3. Grau de Hidrélise (GH) do Hidrolisado Pancreatico
de Caseina

2C 3A 3B
Hidrolisados

Figura 4. Grau de Hidrélise (GH) do Hidrolisado Pancreatico
de IPS

GH (%)

2A 2B
Hidrolisados

O hidrolisado de caseina (IV) produzido por FREITAS (1991) apresentou
20% de peptidios de alto peso molecular (10-20 residuos), 62% de peptidios de baixo
peso molecular (2-9 residuos) e 18% de aminoacidos livres conforme determinagdo em
cromatografia de exclusdo e reagdo com o TNBS.
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Figura 5. Comparagio entre o Grau de Hidrélise (GH) dos
Hidrolisados pancreiticos de Caseina (HC) e Isolado Protéico
de Soja (HI)

| B D_Hé‘
....... | E" H _ tj L/

2A 2B 2C 3A 3B 3C
Hidrolisados

As plasteinas que apresentaram maior produtividade foram as P16 e P17
que apresentaram 64,50 e 65,30% de rendimento, respectivamente. Estas plasteinas
foram obtidas com 40% de substrato, pH do meio de reagdo 7,0 e relagdo HI/HC de
50/50 e 75/25, respectivamente.A partir deste momento faremos referéncia de PL50 e
PL75 as plasteinas P16 e P17, considerando a relagdo IPS/caseina utilizada para
obtengao da plasteina.

O efeito da concentragdo de substrato foi homogéneo quanto aos
resultados obtidos. Verificou-se que a produtividade foi sempre mais elevada quando a
concentragdo de substrato era de 40%, quando as outras varidveis da reacdo eram
mantidas constantes. Este resultado é concordante aos reportados por TSAI et alii
(1972) ¢ SCHMANDKE (1976), cujo rendimento maximo ocorreu quando a
concentragdo de substrato representava de 30 a 40% do sistema de reagdo. Nos dois
casos, foram utilizados como substrato hidrolisados de proteinas de soja, conforme
método proposto por FUJIMAKI (1970).

O efeito da concentragio de substrato foi uniforme em relagdo aos
hidrolisados de caseina e IPS. Verificou-se que o aumento da concentragdo de 2,5 para
5,0% aumentou o grau de hidrélise em todos os hidrolisados submetidos as mesmas
condigdes de relagdo enzima/substrato. Entretanto, quando a concentra¢do de substrato
foi elevada para 7,5%, constatou-se uma diminuigdo do grau de hidrélise, quando
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submetidos as mesmas condigBes descritas anteriormente. Este efeito ocorre
provavelmente, devido a inibigdo dos produtos de hidrélise na agdo enzimatica.

O efeito da concentragdo da enzima também apresentou resultados
uniformes para as diferentes concentragdes de substratos utilizadas. De acordo com a
Tabela 5, podemos verificar que os maiores valores de grau de hidrolise foram obtidos
quando a relagdo E/S era de 1/20. Entretanto, a diminuigdo da concentragdo da enzima
ndo reduziu de maneira proporcional o grau de hidrélise, sendo que nos hidrolisados de
caseina HC1A , HC1B, HC2B ¢ HC2B ndo houve diferenga significativa (p < 0,05)
quando a concentragdo de substrato foi de 2,5% e as relagdes E/S de 1/20 e 1/40 nos
dois primeiros e de 5,0% de substrato e relagdo E/S de 1/40 e 1/60 nos dois ultimos
hidrolisados.

4.3. Obtencao da plasteina.

A obtengdo das plasteinas a partir dos hidrolisados pancreaticos de IPS e
caseina, conforme descrito no item 3.2.3., foram monitorados através da produtividade (
a) com o mesmo objetivo da hidrélise, ou seja otimizar o processo. Foram preparados
dezoito diferentes plasteinas variando-se a concentragdo do substrato, relagédo
IPS/caseina ¢ pH do meio de reagdo. A reagdo procedeu-se a 37°C, sob repouso,
durante 24 horas. A relagdo enzima substrato foi a mesma da obtida durante a hidrolise
(1/20). As condigdes de obtengdo das plasteinas e a produtividade obtida estdo
representados na Tabela 6.

O efeito do pH do meio de reag@o na produtividade da plsteina apresentou
também comportamento uniforme. Quando a plasteina desenvolveu-se sob pH 7,0, a
produtividade foi maior que em pH 5,0 e 6,0, quando submetidos as mesmas condigdes.
E interessante observar que este valor de pH é bem préximo ao da hidrélise (7,5), ndo
sendo assim necessario recorrerrmos as técnicas de desassilinizagao.
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Tabela 6. Produtividade das plasteinas obtidas sob diferentes condigdes.

Plasteinas S (%) pH Relagdo IPS/Caseina o (%)
P1 50 /50 50,562
P2 30 75 /25 43,99
P3 5 100 42,96
P4 50 /50 58,61¢
P5 40 75 /25 47,264
P6 100 46,264
P7 50 /50 55,56¢
P8 30 75 /25 47,434
P9 6 100 43,02b

P10 50 /50 59,15¢
P11 40 75 /25 51,032
P12 100 48,234
P13 50 /50 56,28¢
P14 30 75 /25 50,102
P15 7 100 41,27
P16 50 /50 64,50f
P17 40 75 /25 65,30f
P18 100 52,382

Os resultados representam a média = DP de trés determinagdes. Em uma
mesma coluna, valores com letras diferentes apresentam diferenga
significativa (p < 0,05).

A Tabela 7 apresenta os valores de pH 6timo para hidrélise e sintese de
plasteina a partir de um hidrolisado de proteinas de soja utilizando a mesma proteinase
em ambas as reagdes. Ao comparar com 0s nossos resultados, podemos verificar que a
pancreatina utilizada como sistema enzimatico da reagdo apresentou caracteristicas de
pH semelhantes 4 enzima microbiana subtilisina BPN e proxima da faixa de pH de suas
enzimas constituintes (tripsina e o-quimotripsina).
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Tabela 7. Valores de pH 6timo para hidrélise e sintese de plasteina de um hidrolisado

de proteinas de soja utilizando as mesmas proteinases (WATANABE &

ARAI 1988).
Enzima Fonte pH de Hidrdlise PH de sintese de
plasteina
Aspartico
proteinases
Pepsina suina 1.6 4.5
Molsina Aspergillus saitoi 2.8 55
Rapidase Trametes sanguinea 3.0 4.0
Serino proteinases
o-quimitripsina bovina 7.8 50-6.0
Tripsina bovina 8.0 55-6.5
Subtilisina BPN Bacillus subtilis 7.5-8.5 6.0-7.0
Pronase Streptomyces griseus 8.0-90 6.0
Bioprase Bacillus subtilis 10.0-11.0 6.0
Coronase Rhizopus 7.0 4.0-50
Prozyme Streptomyces 8.0-9.0 55-6.5
Esperase Bacillus subtilis 9.0-10.0 6.5
Cisteina proteinases
Papaina Papaya carica 50-6.0 50-6.0
Bromelina Ananas sativus 5.0-6.0 5.0-6.0
Ficsina Ficus carica 5.0-6.0 5.0-6.0

Podemos verificar que todas as plasteinas obtidas a partir 100% de
hidrolisado de IPS apresentaram rendimentos inferiores aquelas obtidas a partir da
mistura dos hidrolisados pancreaticos de IPS e caseina. Observou-se ainda que, com
exce¢do da P16 e da P17, a produtividade das plasteinas foi maior quando a relagdo
IPS/caseina era de 50/50. Estes resultados indicam que a mistura entre os substratos da
reagdo favorecem a sintese de plasteina, quando comparado ao hidrolisado de IPS
isoladamente.
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4.4. Composiciao em aminoacidos.

As tabelas 8 e 9 mostram os resultados da composi¢do em aminoacidos
totais (AAT), livres (AAL) e essenciais (AAE) dos hidrolisados de caseina (HC2A) e
IPS (HI2A) e das plasteinas PL50 e PL75.

Tabela 8. Composi¢do em Aminoacidos Totais (AAT) dos Hidrolisados de
Caseina (HC) e IPS (HI) e das Plasteinas PL50 e PL75, em g/16g N*.

Aminoacidos (g/16gN) HC HI PL50 PL75
VAL 6,68 4,98 5,06 5,03

ILE 5,65 4,83 3,89 4,98

LEU 7,88 7,74 7,5 7,83

THR 4,57 3,49 3,53 3,48

CYS (1/2) 0,63 0,89 0,69 0,60
MET 2,72 1,14 2,17 1,58

Sulf. Totais 3,35 2,03 2,86 2,18
TYR 4,87 3,58 4,98 4,05

PHE 4,89 5,08 5,06 4,97
Arom. Totais 9,76 8,66 10,04 9,02
HIS 3,08 2,24 2,28 2,18

LYS 6,98 6,63 6,82 6,58

TRP 1,28 1,35 1,30 1,34

ASP 6,68 12,27 8,29 8,63

SER 5,65 5,06 5,72 4,99
GLU 19,87 22,87 21,77 21,79
PRO 21,02 5,67 15,68 11,68

GLY 2,96 3,86 4,07 3,97

ALA 3,04 4,32 4,28 4,28

ARG 3,27 6,98 5,77 6,33

AAT 111,72 102,98 108,86 104,29

AAE! 43,73 37,43 37,61 37,95
AAL? 6,19 16,48 12,2 12,29
(AAE/AAT) x 100 39,14 37,43 34,53 36,4
(AAL/AAT) x 100 5,54 16,00 11,21 11,78

* Valores médios de analise em duplicata.
1. Aminoacidos essenciais
2. Aminoacidos livres
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Destacamos que os aminoacidos essenciais Lys, Leu, Met, Phe e Trp,
foram liberados em maior grau em relagdo aos ndo essenciais. Do total de aminoacidos
livres, os aminoacidos essenciais contribuem com 64,62% no hidrolisado de caseina
(HC); 60,13% no hidrolisado de IPS (HI); 60,57% na plasteina PL50 e 57,85% na
plasteina PL75. Dentre os aminoacidos ndo essenciais destacam-se a Arg e a Tyr. A
prolina, na forma livre, ndo foi detectada nos hidrolisados e nas plasteinas. Esta
distribuigdo esta de acordo com a atividade dos pares de endo-exopeptidases presentes

na pancreatina, que liberam seletivamente os aminoacidos aromaticos e alguns
hidrofobicos.

Tabela 9. Composigio em aminoacidos livres (AAL) dos hidrolisados de caseina (HC)
e de IPS (HI) e das plasteinas PL50 e PL75 e os respectivos percentuais em
relagdo aos aminoacidos totais.

HC HI PL50 PL75
AA (g/16g N) AAL % AAL % AAL % AAL %
VAL 0.21 3.09 095 19.10 0.89 1765 0.66 13.21
ILE 0.26 4.67 093 1930 1.14 2936 0.76 1522
LEU 0.63 804 190 2451 045 6.03 092 1175
THR 0.12 264 028 801 024 685 024 6.82
CYS (1/2) nd* - nd - 0.09 1349 0.09 14.78
MET 0.19 7.11 032 2786 034 1572 036 22.72
TYR 0.61 1258 1.73 4832 139 2797 120 29.73
PHE 0.59 12,01 231 4553 178 3521 1.78 35.73
HIS 0.05 153 0.13 574 0.17 757 010 4.69
LYS 0.71 10.16 2.13 3207 172 2521 164 2500
TRP 124 9673 096 71.04 066 5045 065 4837
ASP 0.11 1.63 024 198 0.16 197 0.11 1.32
SER 0.22 383 084 16,60 0.61 1069 042 852
GLU 0.27 135 052 228 044 204 046 211
PRO nd - nd - nd - nd -
GLY 0.10 351 0.16 405 0.09 230 0.08 200
ALA 0.11 390 011 249 037 871 029 6.73
ARG 0.77 2358 297 4556 166 2882 253 3993
TOTAL 6.19 554 1648 16.00 1220 11.21 1229 11.78

a. Valores médios de analise em duplicata.
* ndo detectado
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Os aminoacidos essenciais, juntamente com 0s nio essenciais Tyr e Arg,
foram liberados ao nivel de 10,0 a 96,73% no hidrolisado de caseina e de 16,6 a
71,04% no hidrolisado de IPS. O hidrolisado de IPS forneceu maior percentual de
aminoacidos livres quando comparado ao de caseina, com exce¢do do triptofano. O
aminoécido cisteina ndo foi detectado sob a forma livre nos hidrolisados de IPS e
caseina, mas aparece em percentuais de 13,49 e 14,78% nas plasteinas PL50 e PL75,
respectivamente. Este resultado sugere que pode estar ocorrendo reagdes de troca thiol-
dissulfeto a nivel intra e/ou intermolecular com os residuos de cisteina.

Além da cisteina, os aminoacidos isoleucina e alanina também tiveram o
percentual de aminoacidos livres aumentado durante a sintese de plasteina. Em
contrapartida, o percentual dos aminoacidos livres metionina, tirosina, fenilalanina,
triptofano e arginina foram sensivelmente diminuidos apos a sintese da plasteina PL50
e PL75, com exce¢do da arginina na PL75 que apresentou menor percentual de
aminoacido livre quando comparado ao hidrolisado de IPS. Estes resultados sustentam a
proposigdo acima indicando que houve tanto liberagdo quanto ligagio de aminoacidos
durante a reagdo de plasteina.

Figura 6. Distribuiciio Percentual dos Aminodcidos Essenciais 3 AAT ‘

Totais (AAT) e Livres (AAL) no Hidrolisado de Caseina _ ‘
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Figura 7. Distribuiciio Percentual dos Aminoscidos Essenciais
Totais (AAT) e Livres (AAL) no Hidrolisado de IPS e
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Figura 9. Distribuicio Percentual dos Aminozcidos Essenciais | [ | AAT |
Totais (AAT) e Livres (AAL) na Plasteina PL 75
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Os resultados apresentados nas tabelas 10 e 1] mostram a distribuigao
percentual dos aminoécidos livres essenciais e nio essenciais nos hidrolisados de IPS e
caseina e nas plasteinas P50 e PL75. Entre os aminoacidos essenciais do hidrolisado
de caseina (HC) destacam-se o Trp com 20,03% do total de aminoacidos livres, a Lys
com 11,47%, Leu com 11,53% e a Phe com 9,63%, ¢nquanto no hidrolisado de IPS
(HI) destacam-se a Phe ( 14,02%), a Lys (12,92%) € a Leu (11,53%). Nas plasteinas
PL50 e PL75 destacam-se, respectivamente, o Trp (14,59; 14,48%) e a Lys (14,10;
13,34%). Entre os aminoacidos ndo essenciais destacam-se a Arg (12,44 - HC; 18,02 -
HI; 13,61 - PL50 ¢ 20,59 - PL75%) e a Tyr (9,85 - HC: 10,50 - HI; 11,34 - pL50 ¢
9,76% - PL75).

O percentual de aminoacidos livres nas plasteinas PL50 ¢ pL75 foram
semelhantes, em torno de 11%, valor este inferior ao obtido pelo hidrolisado de IPS
(HI) e superior ao hidrolisado de caseina (HC). Estes dados Sugerem a ocorréncia de
ligagdes peptidicas durante 2 sintese de plasteina conforme reportado por
YAMASHITA et alij (1970, 1974), ARAI & FUJIMAKI ( 1978), HAJOS (1979) e
GOLOLOBOV (1986). Este resultado ¢ importante na medida em que sugere um

Entretanto, estudos complementares deverdo ser realizados pPara verificar ta]
proposigao.

66



L9

"ejRoTIdnp uIo 9S1RIE 2p SOIPIW SAIOMA

V8'LS  TIL  ¥9C  L6'LE [SLO9  BEL ESPE  19LE 12109 166 SE0r  Shif 29v9 00 9ver £LEhy  BwL
625 §9°0  6Z1T  FET |TFS 990 61T O£ [Z8C 960 92T  0£1 €007 bI' 9¥'1 8T diulL
PEEL P91 IE9 8S9 0TI TLT 979 789 |z6TI €I'T w9 €99 411 14% ST9 869  SAT
180 010 60T 81T [L§°L LI'0 60T  8ZT 6L £I0  LIT 2T | 1% SO0 9.7 80t SH
8YvL 8T 9Ly L6v  |6SWT  8LT  §9F  90° (201 I£T 6% 80 | £S6 65D REvY 63y  dHd
€6°T  9¢€0 18T 8T l6LT  ¥ED 661 LIT |¥ET  zE0 119 FIT |0t 6T0 &7 TLT  1EW
$6'1  ¥U0  ¥EE 8Pt [L6'T 0 VEE £§'€ 10LT  8T0  6£°C  6bS 46T ZI T 60 LSV HHL
6VL  T60  ISL €8 |69 SKO 689  0S'L €511 06T  zSL  vLL |8t €90 <o 88°L  NAT
819 9L'0  LLY  86'Y [¥E6  VITT LS 68°C |¥9S €60 69%F 8% | 0T% 920 90°¢ €9 AU
LE'S 990 8%  €0C |6TL 680 S9% 90 |9L¢  S60  ¥8Y  86% | 6c€ 120 86'¢ 899 IvA
% NS % NOIB| % N3OS % NIOIB| % NIOIB % NBIF| 5 N9/ % NI
VY vV VY LVV VY ILVY VY 1vv LA
$L1d 0$ Id IH DH

'S4 71d 2 06 “1d seurseld sep 3 (JH) 841 8 (OH) vursse)
AP SOOBYAIUB SOPESHOIPIH 50U ('TVY) SAIATT @ (LVY) SIBIO ], STBIOUaSS SOPIOROUIITY SOP [BMUI2I3 OBSIMGLISI(] *Bf BRYER]




89

OPeIdAP OBN %
eIRoT[dnp W3 SSI[RUER 9P SOIPIUIL SAIO[BA

vI'Ty 8IS LS€9  TE99 [ev6Ee  18F  €p'S9  STIL [L86E LS9 09°€9  0SS9 |LESE 61T  $809 6619 [BIOL
65°0C  €ST  LO'9  €€9 |19€T 991 0€°s  LL'S [T0°8T  L6T  8L9 869 |¥PTl  LLO  €6'T  LT'E DIV
9¢T 60 OI'Y 8TY | £0°€ LEO €6°c  8TF% | L90 110  6IY Y | 8LT 110 UT  ¥0'E VIV
§90 800 I8¢  L6€ | vLO 60°0 vL'e  LO'v | L6'0 910 SLE 98°¢ 19T 010 §9T 96T A

— PU 0TI 89°TI — pu o'yl 89°SI — pu Is's L9°s — pu 1881 201 Oud
vL'E  9v'0 6807 6LIT | 19°€ 0 000T LLTT | sT'€ TS0 1TTT L8TT | 9€Y  LT0  8LLl (861  NID
w'e  wo 8Ly 66F% | 00°S 190 ST TL's |oI's  ¥80  16F%  90°ST |SS€  TTO 90 S9°C ds
68°0 110  LT8 €98 1€°1 91°0 190 678 [ 9¥'T  ¥T0 1611 LTTL [8LT 110 8 899 dsv
9.6  0T1  88°¢  SOF |6ET1  6£°1 LSy 86Y |0SOT  €LT  8p'e 8s'c |86 190  9gy  L8Y  ¥WAL
€EL0 600 LSO 090 | tLO 60°0 €90 690 — pu 98°0 68°0 — #+PU  96°0 €90  (WSAD

% NJIIB % NOIB | % N9IB % NS9IB [ % NS9IB % NS | % NI9I/B % NO9I/B

vV LVV VvV LVV 0A% LVV vV LVV \A4
SLId 0¢ 1d IH OH

"+SL1d @ 0571d seurdsse[d seu 3 (IH) SdI 2 (DH) eureses ap

soongardued SOPeSI[OIPIY SOU ('TYY) SAIAT] 3 (L VV) STBJ0} SIBIOUISSI OBU SOPIJROUTUR SOP [enjuadIad ogdmnqrusi( *I [ BRqE



A tabela 12 apresenta o escore quimico (%) dos hidrolisados pancreaticos
de IPS e caseina e das plasteinas PL50 e PL75, obtido pela comparagdo com uma
proteina padrio FAO/WHO.

Tabela 12. Escore quimico dos hidrolisados de caseina (HC) e de IPS (HI) e das

plasteina PL50 e PL75.
AA (g/16 gN) Caseinal IPS? HC HI  PL50 PL75 Padrédo
Teodrico*

VAL 6,51 520 6,68 498 506 5,03 3.5

ILE 5,62 530 565 483 3,8 498 2.8
LEU 8,29 860 788 7,74 750 7,83 6.6
THR 4,24 440 4,57 3,49 3,53 3,48 3.4
MET + CYS (*2) 3,08 2,10 335 2,03 286 218 2.5
TYR + PHE 10,18 9,40 9,76 8,66 10,04 9,02 6.3
HIS 2,80 2,50 3,08 224 228 218 1.9

LYS 7,35 6,10 698 6,63 682 6,58 58
TRP 1,31 120 128 135 1,30 1,34 1.1

EQ (%) 119,09 84,00 116,36 81,20 103,82 87,20

* Padrio teorico da FAO/WHO/UNU, 1985
1. TOGASHI (1993)
2. NETTO (1992)

No hidrolisado de caseina (HC), o aminoacido limitante € o triptofano, no
hidrolisado de IPS e na plasteina PL75 sdo os aminoacidos sulfurados totais € na
plasteina PL50 € a treonina. Os resultados obtidos para os hidrolisados de caseina e IPS
estio de acordo com os reportados na literatura por PEARSON (1979), FREITAS
(1985), TOGASHI (1993).

4.5. Determinacio do peso molecular dos hidrolisadoes e plasteinas.
4.5.1. Eletroforese em gel de poliacrilamida contendo SDS.

A eletroforese em gel de poliacrilamida contendo SDS (SDS-PAGE) tem
sido muito utilizada para prover resolugdo adicional de peptidios maiores que 5000
daltons e assim complementar os dados de distribui¢do de peso molecular obtidos pela
cromatografia de exclusdo (LEARY, 1992).
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Neste trabalho o nosso objetivo foi basicamente o de aplicar este
procedimento visando monitorar as mudangas ocorridas nas proteinas intactas em
relagdo as tratadas enzimaticamente (hidrélise e plasteina), bem como verificar a
extensdo comparativa do grau de hidrolise entre os hidrolisados e as plasteinas obtidas.

O comportamento eletroforético das matérias primas (caseina e IPS),
hidrolisados e plasteinas, em gel de 8% de poliacrilamida, pH 7,0, estdo mostrados na
Figura 11. A curva padrio de pesos moleculares por eletroforese em gel de
poliacrilamida contendo SDS est4 demonstrada na Figura 10.

Pelos resultados obtidos, verificou-se que ndo houve diferengas entre os
perfis eletroforéticos dos hidrolisados e das plasteinas obtidas. Isto provavelmente
ocorreu devido ao elevado grau de hidrélise tanto dos hidroliados quanto das plasteinas,
ndo permitindo assim que a maioria fas fragdes peptidicas ndo fossem detectadas
devido a sensibilidade do método.

Figura 10. Curva Padrio de Pesos Moleculares por Eletroforese em
Gel de Poliacrilamida contendo SDS

100 - Fosforilase b
80 1 Albumina Bov.
S 60! .
S Ovalbumina
5 40 Anid. Carbdnica
a Tripsina
20 + Lactoalb.
0 . t + ¢ t f
0 0,11 0,21 033 0,54 0,73 0.9
Rf
PM = Peso molecular r=0,97341

Rf = Distancia da migragio relativa
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Figura 11. Eletroforese de placa. 1. IPS: 2. Caseina; 3. HI; 4. HC: 5. PL50; 6. PL75; 7.
Padrdes moleculares. Amostras de 50ug/gel. Placas varticais (9,5 x 9,0cm) contendo
Poliacrilamida a 8%, Tampao Fosfato ImM, pH 7,0; corrente de 20mA. Géis corados
em Coomassie Brilliant Blye R-250.

Desta forma, estes resultados nos permitem apenas evidenciar a extensido
elevada da hidrolise quando comparado as proteinas intactas, sem entretanto,
demonstrar a distribuigdo de peso molecular das fragdes protéicas presentes nestes
produtos. Assim, procedemos a determinagio da distribui¢do dos pesos moleculares dos
hidrolisados e plasteinas através da cromatografia de exclusio em gel Bio-rad P-60,

60.439 a 65.053 daltons.

4.5.2. Cromatografia de exclusio.

A padronizagio da coluna contendo gel Bio-rad P60 (2,0 x 50,0cm) esta
ilustrado na Figura 12, A calibragdo da coluna foi feita com as seguintes substancias:
ovalbumina (PM: 45.000), anidrase carbonica (PM: 29.000), o-latoalbuminga (PM:
14.200) e triptofano (PM: 204,22). Foram utilizados 3m] das amostras dissolvidas em

71



acido acético a 5%, pH 2.5 contendo NaCl 1IM. A detecgio do efluente da coluna foi
realizada pela medida da absorbancia em 280nm. O volume de exclusio (Vo) foi
determinado pela eluigdo do Blue dextran, que foi de 50 a 80 ml. A velocidade de
fluxo foi de 36 ml/hora.

Figura 12. Curva Padrio de Pesos moleculares por Filtracdo

em Gel

e TRIPTOFANO
E 154 LACTOALSB,
2 ——— ANID. CARB,
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wn
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As Figuras 13 e 14 ilustram a cromatografia em gel desenvolvidas pelos
hidrolisados e plasteinas, respectivamente. O hidrolisado de caseina (HC) apresentou 3
picos distintos nas faixas de peso molecular de 58.000; 35.000 e 420 daltons; enquanto
0 hidrolisado de IPS (HI) apresentou apenas 2 picos distintos na faixa de 45.000 e 420
daltons. Nos dois hidrolisados foram detectados peptidios de pesos moleculares
intermediarios, nio aparecendo sob a forma de picos. Estes resultados coincidem com
os resultados apresentados pela eletroforese em gel de poliacrilamida contendo SDS, o
qual demonstrou apenas uma banda na faixa de peso molecular 60.000 daltons e outra
calculada como sendo 453 e 1340 daltons no HC e HI, respectivamente.
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Figura 13. Curva dos hidrolisados pancreaticos submetidos a
filtracdo em gel
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Figura 14. Curvas das plasteinas submetidas a filtraciio em gel
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A plasteina PL50 apresentou 5 picos de eluigdo distintos com pesos
moleculares nas seguintes faixas: 45.000; 32.000: 12.500; 8.600 e 350 daltons. A
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plasteina PL75 apresentou 6 picos de eluigdo distintos nas seguintes faixas de pesos
moleculares : 47.000; 32.000; 11.000; 9.600; 6.700 e¢ 420 daltons.

Estes resultados demonstram que houve um aumento nas fragdes
peptidicas de peso molecular intermediario, reforgando os resultados obtidos na
determinagfio de aminoacidos livres, os quais indicam ter ocorrido sintese de ligagdo
peptidica por condensagdo e/ou transpeptidagdo. Estudos complementares serdo
necessarios para evidenciar tal propdsito.

4.6. Digestibilidade.

O valor nutritivo da proteina depende principalmente de sua capacidade
para satisfazer as necessidades de Nitrogénio e de aminoacidos essenciais. Os
requerimentos de Nitrogénio ¢ de aminoacidos sio, por conseguinte, o padrdo logico
pelo qual se deve medir esta capacidade na proteina. A capacidade de uma fonte de
proteina satisfazer os requerimentos de aminoacidos e de nitrogénio dependem ndo
somente da composi¢do de aminoacidos e digestibilidade da fonte ou mistura de
proteinas, mas também da composigdo e adequagdo da dieta como um todo, assim como
do estado fisioldgico, nutricional e de saiide do consumidor (PELLET & YOUNG,
1980). Os valores obtidos para digestibilidade in vitro das matérias primas (caseina e
IPS), hidrolisados pancreaticos e plasteinas estdo na Tabela 13.

Tabela 13. Digestibilidade (D) in vitro das matérias primas,
hidrolisados pancreaticos (HC e HI) e das Plasteinas PL50 e PL75*.

AMOSTRAS D (%)
IPS 91,48 + 0,562
CASEINA 96,85 + 0,160
HI 98,33 + 0,05
HC 99,06 + 0,23b
PL50 98,02 +0,11b
PL75 97,89 + 0,370

* Os valores representam a média de 3 determinagdes. Valores assinalados
com letras iguais ndo apresentam diferenga significativa (p < 0,05).
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De acordo com os resultados obtidos podemos verificar que apenas o IPS
apresentou valor de Digestibilidade in vitro diferente significativamente (p < 0,05).
Este valor (91,48%) esta de acordo aos dados reportados por CLATTERBUCK et alii
(1980), de 89,8% e com HSU et alii (1977). Este valor também é concordante com o
dado obtido por NETTO (1992) que determinou a digestibilidade in vivo do IPS e
obteve 93,1% de digestibilidade.

A digestibilidade encontrada para a caseina (96,85%) é concordante com
o resultado reportado por TOGASHI (1993) de 98,93% e superior ao valor relatado por
HSU et alii (1977) de 90,5% e NETTO (1992) de 94,0%.

Estes valores de digestibilidade elevada justificam-se principalmente pelo
fato das matérias primas utilizadas (caseina e IPS) serem fontes protéicas de elevado
teor nitrogenado e desprovidas de quantidades considerdveis dos fatores
antinutricionais que podem estar presentes no caso do IPS.

4.7. Inibidor de tripsina.

A atividade inibitéria da tripsina para o IPS e seu respectivo hidrolisado e
para as plasteinas PL50 e PL7S sdo apresentados na Tabela 14.

Tabela 14. Atividade do Inibidor de Tripsina (UTI) nas amostras de
IPS, HI, PL50 e PL75.

AMOSTRAS INIBIDOR DE TRIPSINA
(UTl/mg proteina)*
IPS 42,78 £ 0,03
HI 21,16 £ 0,03
PL50 8,85+ 0,25
PL75 12,39 £ 0,09

Todos os valores apresentaram diferenga significativa (p < 0,05). Estes
valores representam a média = DP de trés determinagdes.

O valor obtido para a atividade do inibidor de tripsina do IPS, de 42,78
UTl/mg de proteina € inferior ao reportado por NETTO (1992), de 72,17 UTI/mg de
proteina. Observou-se uma redugdo de 50,5% da atividade inibitoria na produgio do
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hidrolisado pancreatico HI; e de 80,7% e 71,0% na obtengdo das plasteinas PL50 e
PL75, respectivamente. Esta diminuigdo da atividade inibitoria pode ser explicada pelo
proprio contetido de tripsina presente no sistema enzimatico da pancreatina.

Estudos indicam que o inibidor de tripsina da soja acelera a secregdo de
enzimas pancreaticas devido a um mecanismo de feed-back mediado pela
colecistoquinina, resultando em hipertrofia do pancreas, o qual é uma resposta
biologica reversivel (PEARSON, 1979). Em adigdo, CHURELLA et alii (1976)
reportou que formulados infantis contendo soja apresentam atividade residual (10%) do
inibidor de tripsina e que esta atividade ndo produziu hipertrofia de pancreas ou
redugdo de peso do animal.

Os valores obtidos para as plasteinas PL50 ¢ PL75 foram inferiores aos
apresentados pelos respectivos hidrolisados utilisados como substratos na sintese de
plasteina. Considerando ser a plasteina realizada em presenga da pancreatina, estes
valores podem ser explicados pelo mesmo motivo que permite a redugfio da atividade
inibitéria nos hidrolisados, ou seja, a presenga de tripsina no sistema enzimatico
utilizado.

4.8. Avaliacdo imunolégica.

A tabela 15 e as figuras 16, 17 ¢ 18 mostram os resultados obtidos na
reagdo de Anafilaxia Cutdnea Passiva (PCA) de soros de animais imunizados com
caseina e IPS, frente as preparagdes antigénicas. Os resultados demonstram que todas as
amostras analisadas ndo induziram a geragdo de resposta imune especifica, ou seja,
apresentaram resposta negativa.

Este resultado sugere que sejam realizadas técnicas para detecgdo de
anticorpos € determinantes antigénicos ne elevada sensibilidade como o ensaio
imunoenzimatico competitivo (c-ELISA), capaz de detectar até 1,0 ng/ml de
determinante antigénico. FREITAS (1991) também obteve reesultado negativo no teste
de PCA para um hidrolisado de caseina. Ao realizar o teste c-ELISA, verificou que o
hidrolisado que apresentava o menor conteiido de epitopos era o IV (1/1000 de
caseina). Este hidrolisado caracterizou-se por apresentar 0 menor tamanho médio de
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peptidios (20% de peptidios de alto PM - 10 a 20 residuos; 62% de peptidios de baixo
peso molecular - 2 a 9 residuos e 18% de aminoacidos livres).

Tabela 15. Reagdo de Anafilaxia Cutinea Passiva de soros de animais
inmunizados com caseina e IPS, frente as preparagdes antigénicas.

- . reagdo negativa + () : positiva; didmetro (mm) do halo

Antisoro Animal HC HI PL50 PL75 Caseina IPS

a . - - 5 +(8) .
Caseina b - - - - +(8) -
c - - - - +(8) -
a - e - . - +(3)
IPS b - - - - - +(3)
C - - - - - +i(3)
a - - - - +G5)  +03)
Caseina +IPS b - - - - +(5) +()
c - - - - +5)  +Q)

Figura 15. Representacio fotografica do mapa cutaneo realizado nos cobaias. Neste caso
Tepresentamos um cobaia utilizado como controle negativo para a reagio de Anafilaxia
Cuténea Passiva (PCA). A. face externa, B. face interna.
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Figura 16. Representagdo fotografica do mapa cutdneo realizado nos cobaias. Neste caso

representamos um cobaia utilizado como controle positivo para a reagdo de Anafilaxia Cutinea
Passiva (PCA). A. face externa; B. face interna.

Figura 17. Representagdo fotografica do mapa cutaneo dos cobaias apés a reagio de
Anafilaxia Cutinea Passiva (PCA) frente aos hidrolisados e plasteinas. A. Hidrolisado de
Caseina (HC); B. Hidrolisado de Isolado Protéico de Soja (HI); C. Plasteina PL50 e D.
Plasteina PL75.
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5. CONCLUSOES

O presente trabalho representa um estudo sistematico das condi¢des de
hidrolise e obtengdo de plasteina visando desenvolver um produto com propriedades
hipoalergénicas.

A melhor condigdo para obtengdo dos hidrolisados pancreaticos de IPS e
caseina foi de 5% de substrato, relagdo E/S de 1/20 , pH 7,5, durante 6 horas a 37°C,
sob agitagdo constante.

O melhor rendimento para produgdo das plasteinas foi obtido quando
utilizado 40% de substrato em pH 7,0, nas relagdes de H/HC de 50/50 (PL50) e 75/25
(PL75), durante 24 horas, sob repouso.

Ao compararmos as duas plasteinas PL50 e PL75 do ponto de vista da
sua composigdo em aminoacidos (Escore Quimico), verificamos que a plasteina PL50
apresenta melhor qualidade que a PL75 (EQ(%) = 103,82 e 87,20, respectivamente). A
composi¢do de aminoacidos livres das plasteinas PL50 e PL75 foi semelhante, em torno
de 12%; sendo este valor superior ao teor de aminoacidos livres obtidos no hidrolisado
de caseina (5%) e inferior ao obtido na produgdo do hidrolisado de IPS (16%).

A distribui¢io do peso molecular das plasteinas PL50 e PL75 foi
semelhante, sendo detectados peptidios de baixo, médio e alto peso molecular. Esta
distribui¢do mostrou-se diferente em relagdo aos hidrolisados pancreaticos de IPS e
caseina, os quais apresentaram apenas picos de eluigdo de baixo e alto peso molecular.
Estes resultados sugerem a ocorréncia de ligagdo peptidica durante a reagdo de sintese
de plasteina. Entretanto estudos complementares serdo necessarios para evidenciar este
fato.

Os elevados valores apresentados para a digestibilidade in vitro e os
teores reduzidos de atividade de inibidor de tripsina nas plasteinas , principalmente a
PL50 indicam que este produto é o indicado para a realizagdo de estudos posteriores
necessarios a sua futura aplicagdo na alimentagdo humana.
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Em relagdo a avaliagdo imunologica, os resultados obtidos nos permitem
dar continuidade a caracterizagdo do produto através de técnicas de maior sensibilidade,
assim como realizar a avaliagdo clinica do produto a fim de elucidar as propriedades
imunogénicas dos hidrolisados e plasteina produzida.
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