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REGUIMOG

A presente pesquisa teve comn objetivo estudar a hi-
driolise de isoclado protéico de soia (IPS) com pancrsatina para a
produgdo  de hidrolisado de baixo peso molecular, bem comp a carac—
tarizagdo bioguimica 2 nutricional dos produtos obtidos. 0 processo
de hidrélise sscolhido fol em sistema descontinuo, & 37°% 0, em dgua
dedonizada 2 sem controle de pH, de mode a minimizar o praoblema de
gieessn  de eletrdlitos no produte final. & reagdo sra interrompida
por trataments térmico, 729 C poar 8 minutos, 8 3 separacio do mats—
rial =sgldivel do inseldvel era feita por centrifugaci3o & 7000g. Hpos
a centrifugacsEn o material obtido era liofilizado, ssndo o material
soliovel constitulido pelo hidrplisado de baixo PP {HI) 2 o insolo-
val, pelo hidreolisado de alto FM (Ppt).

Foram realizados eswperimentos com diferentes concen—
tragiies de substrato (8) @ de relagdo enzisafSsubstrato (E/78) tendo
am vista a obtenglio de hidrélise extenza do isclado g?mtéico de wmo-
ja. As condiglies de hidrélise escolhidas para & produc3o do bideo-
lisado foram 3,5% de substrato, relagiio E/S de 1/%8, 3790, em &gua
deicnizada por B horas. Sob gstas  condigbes , o graw de hidrilise
{GBH} fol 14,4%, & solubilidade deg nitrogénio em TOA 104 em relagdo
an M total fol de 40,34 e de 73,27 em relagdc a0 N presente no so—
bBrenadante. 0O pH do sistema, gue era 7,1 no tempo z2sro foi para
“.84, apts 8 horas de regagion. 0 hidrolisado HI apresentou 21% de GH
e compriments médio dos peptidecs {sem correqlio para amincacidos
tivres) de D residuns de amincacidos. Estas caracteristicas foram

consideradas satisfatderias para o objetivo proposto.
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0 IPS o os hidrolisados obtideos, HI e Ppt, mostraram
diferengas Smn sua conposiglc. Houve decréscimo dos aminoacidos de
cardter Acido nog Ppt & dos aminodeidos aromaticos, fenilalanina =
tirosina ne HI, em relagdo an IPS. s inibidores de tripsina {IT)
diminuiram nos hidrolisados sm relaglo ac IFPS, apresentando valores
e T2,17, 1,18 o 12,14 UTI/mg de proteins para o IFS, Fpt & HI,
respertivanente. U hidrolisade HI apresentoun 30,74 mg de fitatodg
rie prnt&ina,' sstando em menor guantidade na fragiio Ppt, com 4,93 mg
de fitatn/g de proteina.

0 perfil de peso molecular do hidrolisado HI. obtide
par cromnatogratias em gel de Sephadex 5~23, reagd¥o com TNES 2 andli-
ne  de aminmamiﬁmﬁ.livraa {AGL) 8 totalis (AATY mostrou as seguintes
caracteristicas: 235,74 de peptidens com 18 residups, 25,64 de pep-
tideos com 12 residuces, 30% de peptideos com 8 residuos, BY com 3 e
0,03% com 2 residuos de amincarcidos. Os aminocacidos livess foram
compostos princigalmente por amincdcidos aromAticos e ramificados.

& avalliagio nutricimnal fol realizadse atraves de
trfs ensaios bhioldogicos com ratos Wistar. No Ensaip BiolbSgico I,
realizado com animails recém—desmamados, o hiderolisado HI obteve in—
dices de gualidade {PER, NPU e Valor Bleolbdgico) menocores gue IFE =
caseina, vom exoeslo da digestibilidade gus foi igual para todas as
distas. MNps Ensailos Biolégicos I1 e 111, realizedos oom animais
submatidos & 19 dias de dieta aprotéica, observou-se respostas di-
ferentes i dietas swperimentais. No Ensaio Bioldgico 11, com rela—
¥ an ganho de peso dos animais, o hidrolisado HI apresentou  de—
gsempenho  semslhante 4s dietas com caseina e IPS nos dois primeiros

dias de recupsragio. No Ensaio Bioldgico 111, a suplementagido do
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hidrolisads HI com leucina (0,8%), valina (1,.4%) = metionina (3%},
faita para suprir os aminodcidos limitantes, resultou em daesgmpenho
superior a0 da cassina suplementada com metionina (2%) nos primei-
ros cincg  dias de recuperagic.

Considerou-se, a partir do exposto acima, oque o hi-
drolisado HI apresentou caracteristicas de perfil de peso moleculsr
2 valor nutricional gque indicam sua possivel utlizaglo em situagbes
clinicas gque requeiram a utilirzagio de fonte protéica modificada,

devends ainda passar por testes clinicos preliminasres.



SUMMARY

This work dealt with the pancreatic hydrolysis of  soy
proftein isolates (SPIY for the production of a low moleculiar waight
bvdrolysate, Am werll as the biochemigal and nutritional
characterization of the product. The selected Dprocess wWas A
discontinuous one at 3I79% 0 in desionized water and without pH
adjustenent in arder to minimize concentration of inorganic ions in
the final product. Hydrolysis was terminated by heat treatment, 729
£ for 9% minutes, and separation of the soluble fronm insoluble
material was by centrifugation at 7000g. Both, the soluble, low
molecular weight hydrolyvsate {(HI) and the insoluble, high molecular
waight hydrolyaate (Ppt), were lvophilized.

Various substrates concentrations (5} and
pnzymessubstrate ratios (E/8) were tested in order to  attain
gntenzsive hydrolysis of the SFI. Reaction conditions were: 5.3%
§ub5t%ate, E/G= 1739 {(w/w),., deionized watsr, initial pH=7.1, final
pH= &.&, 379 €, duration 5 hours. Under such conditions, the degree
nf  hvdrolysis (DH} was 14.4%, nitrogen solubility in 10% TOA  was
AG.3%  ang  73.2% with  reapect to total N oand  supsrnatant N
respectivaly. The HI hydrolysate exhibited Z1% DH and mean peptide
lenght of 5% residuss (incorrected for free aminoacids), wich werse
considered satisfactory for the apllication intended.

Compositional differences were gstablished between
the 8P and its hydrolysis products. There was a decrease of acidic
AMING acids in the Ppt and of the aromatio aminocacids,

phenilalanina and tyrosine in the HI hydrolysates, with respect to
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the SPI. Trypsin inhibitor activities were 72.17, 1.18 and 12.14
T/, wg of protein for SR, Ppt and HI, respectivaly. Phytate
levels wereg considerable higher in the HI, 20.74 than in Ppt, 4.%93
mgsd g of proteins.

Evaluation of molecular weight profile of  the M1
hvdrolysate, obtained by gel perosation in Sephadex B-203, regactlion
with trinitrobenzenosulfonic acid (THNES) and frese {(AAL) and total
{AAT) amincacid detesrminations, revealed a content of 23.7% of
paptides with 18 residues, 20.6% with 12 residues, 3I0% with 5
Fesidues, 8% with 3 and 0.03% with 2 residues of amino acids. Free
amingacids wers mainly aromatic and branched-chain amino acids.

& mubritional evaluation were carried oubt using
three binlogicals assays with Wistar rats. Biological assay 1
showed that for wealing rats, the HI hydrolysate esxhibited lower
quality indices (PER, NFU  and BY) than 8P] and casein, with
adception of ﬁigaatibility; which was the same fTor all diets.
Bialmgiaai assaves 1T and I1 were carried out with groups of wealing
rats previcusly submitted to a 19-days non-protein diet.  The HI
hydrolvsate showsd a performance similar to that of casein and BP1
during  the inicial phase of assay I[I. In assay 111, it was shown
that supplementation of the HI hidrolysate with O.BY leucine, 1.14%
valipe and 3JI41 methionineg improved its efficiency above that of
casein when supplemented with 2% of methionine, during the initial
five davs of recovery.

In the basis of the above considerations, it was
concliuded that the low molecular weight hydrolysate HI, showed

moleculiar weight charscteristics and nutritional evaluation results
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which indicated the possibility of it being used in clinical

situations reguiring a modified source of protein.,



1. INTRODUCHO

Frodutos para suporte nutriciﬁnal, usados am hospi-
tais, foram uma importante contribuigdo para a medicina nos Gltimos
40 anos  {Schoeidl s+ afif, 19689). Os progressos  alcangados nesta
Area s¥n devido, princigalmente, aos avangos obtidos no conhecimen—
to da fisiclogia bhumana e da bioguimica, que resulitsram sm um  me-
1har conhecimento das necessidades nutricieonais de pessoas  sauds—
veis pu dosntes. Paralelamente, a tecneclogia de alimentos pasasibi-
1itou o desenvolvimentn de formulagles gue atendessem s necessida
des sspecificas de nutrientes nos mais diversos sstados fisiologi-
E0E .

& demonstragdo de gue o sistema de transporte de
peptidios na mucosa intestinal @ diferente do sistema de transporis
de aminvhcidos & que a proteina & absorvida na forma de cligopepti-
dins bem coma na forma de aminodcidos, sugesriu  Que  hidrolisados
gratéimne devaeriam apresentar vantagens fisioloégicas em relagdo aos
amineacidos (Matthews, 1979%: Imondi & Stradley, 19743 Silk #€ alii,
1AFEEY.

Desta forma, dietas contendo hidrolizados protéicos
tem sido utilizadas guando hé problemas de digest¥o ou mé-absorgdo
de proteinas. Pessoas com fistulas gastrointestinais, dosngas in—
flamatiriss do  intestino, sindrome do intestino curto, doenga de
Chron  (Adibi, 1985%; Foretz & Meyer, 1980), portadoras de defeitos
de metabolizmo come mucoviscidose & fenilcetondria (Marchini et
alii, 1981) ou ainda no pré e pds operatorio de girurgias de cdlon,

reto, pescogd e cabega (Cherncff, 1981), tem =se benefigiado destas
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digtas.

A& partic dos anos 70, j4 sram comercializadas distas
contendo hidrolisado pancreatico de raseins e ovoalbumina (Young et
alii, 1973}. Atualmente, as dietas elementares utilizam principal-
mente hidrolisados de cassina ¢ lactoalbumina {(Horetz & dHMever,
1980y Brady et alii, 198B&). No Brasil, produtos para nutrigio cli-
nica, onde a protelna & fornecida na forms hidrolisada, ainda s3o
pouca  disponivels. Algumas formulagles produridas no palis  contém
hidrolisado de caseina ou de lactpalbumina, ambos importados, assim
coms  as demals fontes protéicas utilizadas em dietas snterais, com
axce¢do da proteina de goia.

A proteinas de soia 2 spus derivados, tem demonstrado
sey alto valor nutricional em ensaios biolégicos realizados com ra-
tos  ou  com homens (Bodwell & Marable, 1981, Beer ¥ alii, 1989).
Bua uwurilizaglo ﬁa recupsragdo de individuos, com graus variados de
desnutricdo, tem obtide bons resultados, compsriaveis aos da caseina
€Tar&ﬁ, 1981). Sua import3ncia na alimentagio humana & bastants co-
nhecida {Young, 1971}, sendo gue avangos tecnplogicos no isolamenino
destas proteinas  tem persitidn sua witilizagio em ndamero cada ves
maicr de produtos. Aplicages de proteina de soja incluem alimentos
infantis, foraulados hipoalerg®nicos & outros como na inddastrias de
carne e panificagio {Tordn, 1979).

fApesar de suas gualidades nutricionais & de sua am—
pla utilizagdo am forouwlados hipoalerg®nicos 2 para alimentaslo en—
teral, a proteina de soja hidrolisada enzimsticamente n3¥o & utili-
zada na mutriglo clinica. Numerosos artiges tem sido publicados

gobre a hidriolise enzimética destas proteinas abordando principal-



mante modificaglhes de suas propriedades funmiﬁﬁaig {(Puski, 1975y
Adler~Nisgen, 1978, Constantinides % fAdu—Amankmwa, 19803 adler-Nig-
sen, 1983). Com excec¥o de sua utiliragdo na fortificaclo de refri-
gerantes (Adler-Nissen, 198%), a utilizacdo nutricional destes hi-
drolisados & praticaments inexistente.

Grande parte do conhecisento acumulado até hoje so-
bre produgdo, caracterizaglo e utilizago nutricional de hidroliza-
dos enzimaticos de proteina estd centrado na caseins e mais recen-—
temente na lactoalbumina. Estas proteinas, no entanto, apesar de
seu  reconhecido valor nutricional e da eficécia comprovada de seus
hidrolisados na alimentagdo clinica, s¥o produzidas sm escala  in-—
dustrial por grandes produtores de leite, como Estados Unidos g
palees da Europa.

¥ Brasil & hoje o segundo produator mundial de soja,
coun pargue  industrial de tramgformagdo instzlado 2 consolidado.
Produtos como o concantrade = 0 isolado protéico de soia, tem volu—
me  de produgdo gue atende ao mercado interno @ externo. 8 disponi-
bilidade de isolados e concentrados prot&icos de soia no  Brasil,
aliado ac fate da inexisténeis de produglo de proteinas derivadas
di leite, caseina e lactoalbumina, tradicionalments utilizadas para
& producdo de hidrelisados, bem como a necessidade de diminuir o
custo @ ampliar 0 acesso do sistema bospitalar & este tipo de pro-
dutag  levou ao interesse na produg3o de hidrolisados enzimaticos de
proteina de soia. |

Tendo em vista o sxposto acima, o presente trabalho
teve como cbhietive sstudar a hidrolise do isplade protéico de soja

com  pancreatina para a obtengio de hidrolisados para utilizag®o na



rutrigdn  clinica, sua caracterizacio gquanto & composisglo aminiaci-
dica, presanga de Tatores anti-nuticionais, temanho dos peptidios

presentes g sua sficécia nutricional.



2.REVISAD BIBL IOGRAFICH

2.1, Isolado protéico de saia

Isnlado protéico de soja @ definido como um produto
gque tenha n3o menos gue 0% de proteina (Nx$6,2%), snguante o con—
centrado ndo meEnos gue 704 (Nué,25) ea base seca (CGhren, 1981).

3 processo comercial basico para a obtencio do iso-
lado protéico de soja a partir de flocos de soja desengordurados,
consiste em  una extrag¥o agquosa em pH neutro ou alcalinog {pH 93,
separagio da proteina solavel do residuo dinspldvel, acidificaglo do
gxtrato para precipitag¥o da proteins, separagdo e lavagemn do coé-~
gitlo. Fode-se, neste egetigio, secar diretamente a protsina ou neu-
traliza~la antes da secagem, obtendo-ze entlo o proteinato (Oheen,
1981),. Dutros processos tem sido gstudados como alternativa ao pro-
cezsa  classico, entre eles & utilizaglo de wltrafiltragliao (Lawhon
gt alfi, 1981).

Antes da secagem, o isolado proféico de spia  pods
ser submetido & tratamentos quimicps, térmicos ou enzimaticos. Es—
tes tratamentos s30 utilizsdos para modificagdo das protelnas com
a  interesse de obtengio de propriedades funcionais desejsveis (Oh-
ren, 1981). |

Constituintes menores acompanham os isolados, como
as  saponinas, fosfatlideos e fitatos (Snvder & Ewon, 1287). 0Oz car-
boidratos da soja presentes no isolado protéico de soia ocorrem emn
menayr  guantidade gque no concentrado ou na farinha de sojis, rapre-

sentando menos de 33X de sua composiedo {(Eldridge et alii, 1979).



Z«.2. Yalor Nutricional da Proteina de Soja

A proteina de soja vem adguirindo importante papel
na alimentagdo do mundo ocidental desde os anos &0. Avangos tecno-
logicos tem permitido gue isolados, concentrados g texturirados de
proteina de soja sejam amplamente consumidos. Aplicacdes de protel-
na de seja incluem formulados infantis, alimentos hipoalsrgénicos,
suplemnsntos  protéicos, produtos de panificagdo, snacks, ssndo tam-
bém  amplamente wutilirzada comg éuhatitufn & extender =on produtps
lacteos, de peixes @ carnes processadas  (Decker & Kolar, 1979; To-
Fran, 1972}, & #nfase dada ao aumanto do consumo de alimentos A bhase
de proteinas vegetais em palises desenvolvidos 8 o aumgnto de produ—
tos  Teitos & base de proteina de soia, levou a um grande namero de
pesguisas sabre valor nutricipnal 2 problemas relacionadns 4 sua
ingest¥o (Truswell, 1987).

A4 avaliagi¥o da gualidade nutricional de scoia 2 scus
derivades tem sido feita tanto sm animais, principalmente ratos,
coms e honeng (Bodwell &-Marabla, 1981 Young, 1991). Exdiste dis-
crapancia na avaliagdo da gualidade de proteinas em animais & huma-—
nos  particularmente no caso de proteinas vegetais, onde a setioni-
na & o aninoacido iimitante. O wvalor nutricional de isclados pro-
téicons de soja & sstimado em &2 a 724 do PER da caseina,. avaliagdo
feita com ratos recén-desmamados e similar ao de leite de vaca,
guando avaliados por balango nitrogenado em criancas o pré-escola-—
ras (Young et alii, 1979; Torin et alii, 1981). De acordo com Young
#t alii {1979) = Scrimshaw & Yourg, (1979}, o isoclado protéico de

spja & uma proteins totalmente adequada para a nutricdo de homens



adulios @ sua eficiéncia nutricional foi avaliada em 99% em rala-
¢do & carne bovina (Navarrete et alii, 1979}, 82% em relaglc an
pescado  (Inoue et alii, 1981),: 79% em relag¥o & proteina de ove, @
entre 91 & 1L13% em relagdo ao leite de vaca (Rand et afiz, 19813.
Para hoamens jovens, o isolado e o concentrado protéico de soia re—
sultaram em balango nitrogenado semslhante ao da proteina animal de
boa gualidade, tanto guando avaliado em um pericdo curto (Istfan et
alii, 1983%; Scrimshaw et alii, 1983), como por avaliagBes metabd-—
licas de longo prazo {(Istfan et alii, 1983b: Beer et alii, 198%).
Estudons realizados com criangas nag idade pré-escolar demantraram
gue o isplado protéico de soia £ adequado para a sua nutrigldeo {To—
iy et alii, 1981). Mesmo para lactentes, onde o requeciments de
aminoacidos sulfurados & maig alto, produtos de soja apresentam me—
nor deficiéncia de aminpdcidos do gue seria previsto por experimen-—
tns com  ratos recém-dessanados {Foman et alfii, 1979: 1988). Toran
gfF alii {1781) concluiram gue para una dieta 3 base de soja., com
ingestic marginal de proteina, apenas uma pegquena suplementagloc com
mationina seria necessaria para suprir as necessidades protéicas de
criangas ¢ adultos. Es um trabalhe de revialio recente, Young {1991}
comcluie gus os asminoidcidos presentes na soja, inclusive os sul fu~
rados, supram os requerimentos nutricionais de humanos nas diferen-
tes fTaixas stérias sendo a suplementaginy com metionina necesséria,
aem guantidade reduzida, apenas am formulados infantis,

Tordn (1981} relatou gque criangas portadoras de des—
nutrigiao protéico-caldrica recuperaram—se de forma satisfatdria com
isclado proteico de soja, ohservando-se recuperagdo entre 86 8 10O7Y

da obtida com a vtilizaclo do leite de vaca. Dutra de Oliveira &



Santos (1981) observaram que criancas desnutridas foram recuperadag
igualmente com leite de soja & leite de vaca, gquando utilizou-se
concentragio protéica de 3,5%. Para a recuperagio feita com dieta
contendo 1,5% de proteina, os melhores resultados obtidos foram com
leite de vaca, seguido pelo leite de soia suplementado com metioni-
na. O iscolado apresentou o pior desempenho, mesmo guandp suplemen-—
tado com metionina. Os mesmos autores consideraram gue, sob condi-
gBes  de desnutriglo, a proteina de soja € eficiente na promoclo da
rECUnsracHn,  sendo também importante na nutriglo de coriangas e
adultos intolerantes & lactose.

Apesar do alto valor nuiricional da soja ser deter—
minado  largamente pela conpoasic¥0o em amincécidos, o seu  potencial
nubtricional depende da presenga de fatores anti-nutricionais pre-
sentes (Liener, 1981). Alguns destes fatores s3c parcial ou total-
mente inativados pelo calor durante o processanents. Dentro  deste
grups  est¥o os inibidores de tripsina (IT), as hemaglutininas,
fatores anti-vitaminicos. OQutros nlio s3o destruidos pelo calor, co—
mo a8 saponinas, Tatores de flatulgncia & os fitatos, gque  tambénm
podem  comprometer a gqualidade nutricional da proteina de soia
{¥Young et alii, 197%: iLisner, 1981}).

s IT s¥%Ho o fatores anti-nutricionais mais conhgoi-
dos e sstudados. Ma soja 530 encontrados basicamente dols tipos de
inibidores, com propriedades fisicooguimicas e sspecificidades pro-
priags. O inibidor de Kunitz, gque tem PM de 20000 2 duas ligaghes
dissulfeto, ten sspecificidade pela tripsina 2 & facilmente inati-
vado pelo calor ou pela edposigdo ao suceo géstrico. O inibidor de

Bowmar~-Birk, com M de BO0O 2 sete ligagdes dissulfets & sspecifi-



cidade pela tripsina e guimotripsina, & o inibidor potencialmente
pragente noas produtos de soja, devido i Euas.caramtaristicaa de om—
tabilidade (lLiensr, 198&). Animails sxperimentais alisentados com
farinha de soja crua apresentam diminuigdo de crescimento, digesti~
bilidade e reteng¥o de nitrogénio ({(Nitzan & Liener, 197&), hiper—
trofia pancreatica (Rackis et alii, 1975; Liener, 17981} & hiperpla-~-
aia nodular ng pAnereas apds 23 semanas de ingest¥o {(Gumbmann  ef
alii, 19872}. 0 tratamento térmico adequado da farinha de soia des-
natura o IT, aumentande s digestibilidade de nitrogénio & o cresci-
mento dos anomalils experimentais (Rackis et alii, 1979). Contuda,
apgrnas 40% da inibiglo do crescimento e hipertrofiaz do pancreas
podam ser creditada§ ans IT {(Lisner, 1981}, servin que os &0% res—
tantes deven—se ao fato da proteina de seoja, no estado nativo, ser
altamente indigerivel {Anderson, 198535. Em animals como cdes, por~
cos #  bovinos, estes efeltos n3o s¥o observados (Liensry, 19793,
Sabe-sr gque o IT da sojs n3o inibem ip wvitro a tripsina humana
{Mmﬁﬁﬁr gt alii, 1984}, mas seus efeitos nutriclionais slo pouco oo
nhecidos pois ssnpre foram avaliados em animais experimentais (Lig—
rer, 1981). Em trabalhbo mais recente Liener et alii {197€88) ocbhger—
varam que o pEIncreas humano responde & presenga dos IT a soja, a
sepelhanga de diversos animais experimentais, sesm ne entanto provo-
cur alteraghes fisioldgicas nas condigies sxperimentals utilizadas.

lima certa guantidade de IT & encontradse 2 tolerada
em produtos comareiais de soja e ests guantidade depende dao trats-
sentn  térmico efetuado no produto (Rackis et allii, 19733 Liener,
1972}, . Em produtos destinados ao consumo humano o inibidor & pra-

ticamente inativo, contsndo entre 3 e 20% da atividade do inibidar
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de tripsina da soia crua (Liener, 1984). Churella et alii {1974},
demonstraram que » tratamento envolvido no processamento & esteri—
lizag¥n de formulados infantis contendo isolado protéico de soia,
reduziu a atividade do IT a 10% da atividade do izsolado. & ativida—
de reszidual ni3o grﬁduxiu hipertrofia do pancreas de ratos ou redua-
gHo de peso do animal. Rackis et alii {(19739), também observaram gus
a hipertrofis pancre&tica n¥o ocorria quando 54% da atividade do IT
da soja crua era degtraida. O maximo PER obtido pelos autores cor—
responde & destruigieo de B80% da atividade do IT da farinha crua.

E bastante conhecids gue o reqguaerimentn de ceritos
minerals aumenta na pressenga de sojz e seus derivados  (Liener,
198l , sendo gue a bliodisponibilidadses de minerais na presenca  de
fitate fol ehieto de indmeras revisles {(Chervan, 1980:; Reddy ¢
#dif, 19832 Wise, 19G3). A& interagio da proteina com o fitato tem
sido estudada particularmente nos produtos de sola, apressntando
imaliga;ﬁaﬁ na solubilidade 2 propriedades funcionais relacionadas
{Ghkubo et alif, 19733 19763 Then & Morr, 1985) & no valor nutricio—
nal das proteinas (Rackis & Anderson, 1977 ;3 De Rham & Jost, 197%;
Ritter ot alii, IP87)., De Rham & Jost (197%) obtiveram melhor PER
para isolados protéicos com menores teores de fitato ao  contrario
de Churella & Wivian {1989), gue ndo observaram diferenga entre
dietas com isclado protéico de soja contendo 233 8 I,8 mg de  &scido
fitico/g de proteina. Saterlige & Obdul~Kadir (1983}, mosiraram gus
o efeito do fitato no PER era influenciado pela fonte protéica. O
isclado pratéico de soja n¥Ho apresentava variaci#io em seus indicoes
de gqualidade protéica na presenga de diferentes quantidades de fi-

tato enguanto a proteina de trigo tinha seus indices de gualidade
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dul-Kadir {1983}, mostraram que o efeito do fitato no PER era  in—
fluenciado pela fonte protéica. 0 isolado protéico de soja n3o
aprezsantava variagdo em seus indices de qualidade protéica na pre-—
sgnga de diferentes gquantidades de fitato engquanto a proteina de
trigo  tinha seus indices de gqualidasde diminuidos na presenga  de

mesme guantidade de fitato.

2.5, Utilizag3p de enzimas proteoliticas em alimentos

Desde oz anos 40, guandp as enzimas comagaram a sar
pmpragadas  como aditivos para detsrgentes, & utilizagdico comercial
de proteinases progrediug répidamente. Az enzimas ' comerciais  de
maior importincia s¥o as snzimas protesliticas, gque perfazem L0% do
total das snzimas comercializadas, sendo gue 2/3 ¢¥Mo de enzimas mi-
crobianas  {(Kalisz, 1A988). As mais importantes sob o ponto de vista
gronfmics s¥0 as proteases alcalinss do Bacillus Iicheniformis,
wtilizadas em detergentss, as fucer protgases usadas na manufatura
de queijos 8 as proteases de Aspergilluz oryras utilizados para mo-
dificasgles das propriedades de massa de farinha de trigo & na pro-
dugdo de molho de soja  (Godfrey, 19833 kKalisz, 1988). #Alem das
proteinases microbianas, sido também amplamente utilizadas proteases
de origem animal e vegetal como a renina, pancreatins, malte, pa-
paina. Estas snrzimas s¥o utilizadas em processamento de alimentos
de isporit3ncia comercial como cereals, cerveia, chocolate /cacau,
vinhos, produtos de ovos, peixe, carne, legumes o hidrolisados pro-

téicos {(Kalisz, 1988:.



Froteases oferecem diversas vantagens come alterna-
tiva de manipulagio guismica 2 fisieca no processamentn de alimentos,
asgndn  sua  malor vantagem catalisar reaghes sepecificas evitando
roacihes  das cadeilas laterals gue podem ocorrsr em processOs MENOoS
sapecificos {(Kalisz, 1908).

Az enzimas sdo consideradas aditivos alimesntares na
legislaglio brasileira {(ResolugBo nB 24/76 da CNNPA), americana (Fe-
deral Ragisﬁer, 1788 2 inglesa (Cheestam, 178351, devendo atuar na
melhoria do processo e da gualidade do produto final. As enzinas
protecliticas permitidas para uso alimentar na legislaglo brasilei-
ra 8Mo: (1) de origesm animal, cbtidas do panoreas ou do estémago de
mamiferos, (2} de origem wvegetal, obtidas de plantss da familia
Browilaceas, do génerp Ficus ou do fruto imatwro de Carica papaya,
{3} de origem mivrobiana, obtidas do Bacillus subltilisz, Aspergilius
orysae, A. nigev, A, Flavus oryzae, A. saitosi, Endothia parasitica,

Mucar puzsillus, ®. mivar ou M. wihei.
2.4, Modificagdo enzimatica de prateinas.

& hidrolise enzimética de proteinas pode ter O pro-—
pasito de alteraglo efou indug3o de propriedades funcionais deseja-
das & a produgHo de peptidios peguenns 2 aminodcidos para a a ati-
lizackho em alimentos dietéticos e como flavorizantes [(Whitaker &
Fuigserver, 1982; Kilara, 19835). Hidrolisados tem sido tembém uti-
lizados na indGsiria de cosméticos, particularsente em produtos pa-

ra cabelo e pele {(Jobnson, 198B9).



Adler—-Niszen (1983) apontou trés utilizagles princi-
pais doz hidrolisados em sistemas alimentares: (1) aplicaglies em
peguena escala comp ingrediente altamonte funcionaly {2} aplicaglo
2am larga sscala como extenders em produtos carmmens B oorralatos e
£2Y aplicagdo em concentraghes significativas para o awmsnto s
gualidade nutricional. FPara estas utilizaghes, o mesmo autor cita
trés  propriedadess dos hidrolisados gue devemn ser levadas em consi-—
deragin na sua wtilizagio: (1} propriedades funcionais; (2)  pro-
priedades organolépticas e (3} propriedades nutricionais, incluindn
nestes  item possiveis reagles fisioldgicas adversas, devido a sua
ingestHo,

im  dos principais problemas em relagdo & ulilizagdo
de higrolisados em alimentos & ¢ aparecimento de gosto amargo devi-
do & proteslise. Carr et alii (19584) identificaram como peptidio a
substSncia responsavel pelo amargor. Posteriormente, diversos pes-
guisadores isolaram, & partir de hidrolisados enzimaticos diversos,
intmeros peptidios amargos (Fujimaki et alii, 1968:; Yamashita et
alii, 1946%9; Arai ef alii 1970ay Fujimaki et alii, 1970). Estes tra-
halhos, entre outros, permitivam estabelecer a natureza geral dos
peptidios amargos, gue consistia em cadeias contendo entre 2 & 24
residucs de aninoacidos e grandes proporefo de amincécidos hidrofo-
bicos (Adler-pissen, 198%). Ney {1971, apud Adler-Nissen, 1983) es-
tabeleceu empiricamente, que interagles hidrofobicas sram  gssen—
risis para & sensagio do gosto amarge e esta sensagio =ra intensi-
ticada guando os grupos carboxilicos de aminoacidos hidrofobicos se
encontravam  blogueados pela ligaglo peptidica {(Matoba & Hata,

19745 .
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Ney (1972, apud fdler—NMissen, 19853 postulou gque  a
tendeéncia de uma proteina a formar peptidios amarqos poderia ser
pravista pela sua composicio aminopacidica. Matoba & Hata (1972} @
posteriormente Adler-Missen & Olsen {(1979) sstabeleceram correlacio
antre extensiio de hidrélise g amargor. & baixa percepgidc do  gosto
amargo, em proteinas pouco hidrolisadas, estaria relacionada & ca-
pacidade dos peptidios grandes de mascarar, via interagio hidrofd-
bica, as cadeias laterais dos anminoacidos responsaveis pelo goste
amarga. O aumsnto da hidréalise, com a conseguente formaglo de pepe
tidios peqguencos, dificuliaria as interagles hidrofobicas, resul-
tands na intensificagio do gosto amnargo.

Tendn em vista a utilizagdo de hidrolisados em sis—
temas alimentares, inmeros trabalhos foram realizados com o obie—
tivo de diminuir o gosto amargo. A uitilizagio de adsorventes comno
carvio ativo {(Helbig et alii, 19803 Ma et alii, 1987}, resinas {La~
lamides, 1978) e mistura zzeotrdHpica de butanol 2 agua {(Lalasides %
SBioheirg, 1%78) alcancaram resultados satisfatbdrios na diminuigio do
gosro anrgQo, embora com perdas de asinoacidos essencilais. As  exo—
peptidases também tem sido hastante utilizadas na redugl3no do gosto
amarge de peptidios. Clegg & McocMillan (1974) utilizaram puopeptida~
sge  para diminuir o amargor de hidroliszado enzimatico de caseina.
Az carboxipeptidases podem transformar peptidios amargos sm nEo
amargos {Arai et 2lif, 1970h; Umetsu et alii, 1983). 4 atividade
das carboxzipeptidases presentes na pancreatina, tambsém sio respon-
savelis pelo bhalxo amargor preéente em hidrolisados (Lalasides,
1978) aszim como as exopeptidases presentes na pronase {(Hevias & 01—

cotb, 1977). Minagawa #t alilii (1989) ceonseguiram diminuir o gosto



amrge de hidrolisados de caseina com a utilizaclo da aminopeptidass
T. A reagdo de plasteina também tem sido estudada como forma para

diminuiclo do gosto amargo (Fujiimaki et alii, 1977},

Z.4.3, Wilizagdo da hidrélise enzimética na modificagdo das pro-

priedades funcionais das proteinas

FProprigdades funcionais sao propriedades fisicas,
guimicas e sensoriais de uma proteins que favorecem o uso desta oo
sz dngrediente de um sistema alimentar {(Kinsslla, 197&)}. O trata~
mento para a extrag3c de protéinas envolve, em geral, tratamento
Adoido ou térmico farzendo com gue hajse desnatursglio e gue as pro-
.grieﬁad&a funcionais, antes presentes; desaparegfam apios a desnatu-
racio, Somentes tratamesnios mals brandos como & uilirafiltragdo, psre
mitem gque as protelinas conservem suas proprisdades, como por axem—
plo a proteina do soro de leite 8 o isclado protéico de soja {(Kin-
szella, 19763 Liliford & Wright, 1981). InGmeras proteinas alimenta-
ras  nMo possusm ol necessitam de um incremento ou sodificag3o des-
tas propriedades para serem wtilizadas. Kinsella (197484) ressaltaram
gus muitas proteinas de fontes n3c convencionais, embora com sxlce—
lente balanceamento de aminoicidos e cutros reguisitos nutricionais
para seren oconsideradas proteinas de alts qualidade, nEo tinham
gualguer impacto na nubtrigio humana por lhoes faliasrvrem as proprisda-—
des funcionais necessarias 4 sua inoorporagdo em um sistens alimen-—
tar.
A hidraolise, paftiaularmante a enzimatica, tem sido

utilirada para a modificaglic de proteinas, produzindo hidrolissdos
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gue auxiliam na formacio de espums 8 Na A8raglo @ que sHqo utiliza-~
dos na confeogio de cremes, puding 8 sorvetes {Olsman, 1979). 0O
pfeitn imediato da reagdo de hidroalise & o aumento da solubilidsde
das proteinas, principalmente prézimo ao ponto isoelétrico (Hagget,
1974 Adler-Nissen, 1984}, seguido pela redug3o da viscosidade e
alteraghes significativas nas propriedades de esulsificagdo, geli-
ficagdno ¢ formagdo de espuma (Adler-Nissen, 19846, ocasionadas pala
diminuieg¥o do peso molecular 2 da estrutura secundaria (Chobert ef
aiii, 1988a; 1988h). Emulsificac¥o, gelificagio & formagsn de espu-
ma, ab contr&rio da solubilidade, dependem de uma hidraolise pegue-
na, am torno de 3 a 10%  de grau de hidralise, para ter ssus valo—
res  sfetivamente aumgntados {(Kinsella ef alfii, 1983). Um dos pri-
meiros trabalhos sobre a utilizaslo da hidedlise enzimatica para
aumentar as propriedades funcionais das proteinas  foi faito  por
rumetat & Beeby (1994, apud Einsella, 1976) gue produziram um  hi-
drolisado de proteina de leite capazr de substituir a proteina  dx
clara de ovg na producdo de merengue.

Embora a proteina de soja apresents ums série de
propriedades funcionais (Kinsella, 197%), inumeros trabalbos foram
realizados visando aumento ou modificagdo destas propriedades.
Puski (1973) conduziu um dos primeivos trabalhos sistematicos sobre
as propriedades funcionais do isolado protéica de soia, tendo sstu-
dade as modificaches da capacidade de emulsificagdo, gelificagdo,
formagdo de espuma @ absorgdo de &dqua en relagiio A sxtensdo da hi-
grolise priovocada pela protease de Aspergillus arizas.
Posteriormente, Oowan (1983), para o mesno sistena proteina-enzima

obteve aumento da capacidade de emulsificagio e o decréscimo de sus
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estabilidade. Segundo o mesmo autor, a protedlise aumenta o fgmeros
de moléculas de peptidios disponiveis para a interaglo digo-agua,
emulsificando mais Sleo e aumentando a capacidade de emulsificagio.
Inversamente, ns peptidios peguenos menéa globulares, fazem com gue
& wapa protetora em  torno dos gléobulos de gordura seja  menos
pEpogss & mais fraca, .refletindm @m bhaixos wvalores para a
aptablilidade da emuls¥o. Zakaria & McFesters {(1978) aumsntaram a
gﬁiubiiidad@. da  laselade protéico de soja utilizando a pepsina.
Four-el & Swensen {1973, apud Adler-Nissen, 198%) utilizaram diver—
B5a% SNTimas  para aumentar a capacidade de gelificac3o do isolado
protéico de soja. Olsen & fdler-Nissen (1979), utilizandog isolado
pratéico de =oja e a enzima alocalass, sob condigles de hidrélise
limitada, obsarvaram aumento na capacidade de enslsificagdo e for-
magda de  esguna, conoordands com os resultados obtidos por Fuski
{3975, Adler-Nissen €% glii (1983), obtiveram boa pstabilidades @
formagio de espuma com a hidrdlise lismitada de concentrado protéico
de soja com alcalase. Mikami o1 alii (1981, =zapud Adlier~Nissen,
1988 obssrvaram o aumento da capacidads de emulsificagidoc = forma—
g de espuna de isoclado protéico de soia guando sybmetidos &4 hi-
drolise controlada com protease de Bacilluz subtilis, Mais recente-
mente, Miestesch e? alii {198%7) estudaram o aumenito da capacidade de
grulsificacio g retengio de &gua do isclado protéico de soia & das
protelinas do leite, utilizando as enzimas alcoslase & neutrase.

& raseina 2 as proteinas do soro ¢do leite tem sido
também alvo de indmeros sstudos para a modificag3o de suas proprie—
dades funoionais. Laseina modificada enzimaticamentes foi utilizada

na producio de doces (Fox, 1270). A& hidrdlise controlada da protei-
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e do soro do leite com & pEpesins aumentow & capacidade de emulsi-
ficago e FTormagdo de sspuma, engquanto & pronase, sob sz mesoas
condighes, Causou hidrélise excessive e perdas das  propriedades

descritas (Kuehler & SDiteine, 19740
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A uibilizsagido nutricional de hidrolisados protéicos
gbrange dois aspectos principsis: sua uiilizagko na fortificacdn de
alimentos & =us utilizeglo na nutriglo clinica.

Ox hidrpolisados pars wuso nutricional fem como  pro-
prisgade funcional desgplada a8 solubilidade. Uma des uviilizacbes
meis olassices de hidrolisados protéicos & nae fortificacl3co de re-
frigerantes {Salunke & Bolin,1%72: Roozen & Fillknic, 1973 Odler—
Nissen, 1978: Olsen & adler-Nissen, 1979).

Distas com nutrisntes na sua Torma integral {(protel-
Nas, lipidiocs & carboidratos complexnns), reqguerem gues o 2 individuo
esteia com suas fungcles de digestfo 2 absorgdico intactas. PMas exis-
tpm  pacientes cuias superficie intestinal e enzimas digestivas s3o
imsuficientes pars a utilizasg¥o de nutrientes complexos {(Chernoff,
1981l Bilk et afif, 1985). Nutrientes na forma pre-digerida ou ele—
mentar tem sido utilizados coma fontes de nutrisntes para pacientes
gque nd¥o tem o trato gastro-intestinal intacto e saudbével (Chernoaff,
19811, Estas dietas sio prontas e guase gue completamente absorvi-
das na porglp superior do intestino, resulitando em guantidades mi-
nimas de residuss {(Young ¢t a&lii, 19759}, Entre as situagdss onde
gstas dietas tem sideo uwtilirzadss com sucessn pode-se destacar o pra
& pHe operatdric de cirurgis de colon e reto, pescogo & cabega & na
alimentacdo de pessoas portadores de filistulas gastreointestinais,
gdoengas  inflamatoriss dos intestinos, sindrome do intestino curto,
pancreatite, obstrugdo parcial do intesting {(Adibi, 19743 Young ef
afii. 1%975: Chernoff, 1981). Marchini et glii {(198B1), destacam ain—
da 2 impori@ncia das dietas slomentares psra pacientes portadores

de doongas hepdticas crinices, mucoviscidose, vérias doencas pedii-



tricas © estados hipercatabdlicos. Distas guimicamente definidas
tem  sido witillirzadas am criangas prematuras de bhalixg pess a0 nasosr
g portadoras de disfungdes do trato gastro-intestinal {Young et
alii, 1973:.

Outra utilizagdo nuiricional de hidrolisados protéi-
coe & na alimentagdo de criangas portadoras de fenilocetondris, onde
B&  restrigido da ingesi¥co de fenilalanina. Hidrolissdos com  baixas
roncentrages deste aningédcido ten sldo pesguisados {(Yamashita &t
alii, 19763 Kimball ef slii,. 1981 dNakhost et alii, 198Z: Ratanabes
et glif, 1988; Freites, 199%1).

Foucos  trabalhos sobre a hidrdliss shziadiica de
proteines foram realizados tendo como obistivo s wiilizagzo dos hi-
drolisados na nutrigdo clinica. Em 1951, Hall & Bair {aspud Hdlesr-
Miszen, 19251 obiiveram patente do processo de obliengd®o de hidro-
Tisado proteéico para nutricgdo clinica. hidrolisandog caselina com Ti-
cing 8 posteriorssnte com leveduras gue continham  exopeptidases.
Clegg & McocMillan (1574} e Clegg et alii (1974) desenvolveram um
provesss  de hidrélise da cassing vtilizando endopeptidase, fi:ina?
& exopeptidazes de rim de porco. de fTorma a obter peguenos  pepti-
dims £ amingobcidos livres. Este hidrolisado tinha como obistive a
alimentagio de crisngas poritadoras de mucoviscidose. & imporit&ncia
e wsn de hidrolisados na dieta s bhaseava no trabalho de Winit: et
2lii (196%), gue demonstraram nue uns dietas composta de amincacidos
g oubtrogs nubtrisntes em sua forma elementsar gra capaz de manter a
mafide. /A hidrdlise enzimbtics tinha por obietiveo apenas a preé-di-
gestio da proteina, svitando a hidrélise &cide e alcalina gue com-

prometeriam 8 gualidade nutricional da protelina. NEO era ainds con—



sideradgs @ absorgiio de peptidios como fator importante na absorgio
imtestinal. Lalasides &t gl7i (1978) produziram um hidrolisado  de
bainog peso spleculasr de proteina de pescado pars & nutrigdo clini-
ca, A& tendo em vista as vantagens Tisioldgicss dos peptidios em
relagiio ans  aminodcidos livres { SBilk et alifi, 1973 Imongdsr &
Stradliey, 1974 HMatthews, 1973). Rogeyr et glii (1977 estudaram a
hidrblise de lacitoalbumina om reator de membrana para a producio ds
hidrolisados de usc terapeutico. Hernandsz & Ssenjo (1982 slabora—
ram  wn Dddrolisado encimatico de leite desnatado gues vissava a2 ob-
tengio tanto de peguenos peptidioss como 3 hidrdlise ds lactose. Se-
gundo  Adler—Nissen, 1783} os hidrolissdos nutricionals ftem como
Grica caracteristics desejads a solubilidade & a3 gualidade nutri-
cignal, J4& gus o aspeEcto do gosto amargo, fipico de hidrolisados
protéicos, neam sesapre & relevante pols & freguente sue wtilizagdo
em  alimentaglioc enteral. Mo entanto, & utilizagéo via pral  destes
progutos, particularmsnts por pacientes com cinoer, levouw & precou—
pacie com 08 aspecios sensarieis {(Harrah ef aliy, 1980; Hrown ef
aljii, 1984; Ovesen & Bllingstrup, 19923,

Dutro aspecio de sxtremsa tel&vﬂnmia e relagdoc  aos
hidrolisados & a existéncis de peptidios biclogicaments ativos. &
digestic luminal das proteinas ¢ considerads completa guando resul-
ta sq aminpnécidos e peptidios gue possam =g absorvidos {(Fremann et
alif, 1979). G aspecto nulricionzl da proteinss seria, entdo, su-
prir o nitrogérdio reguerido pare & biossintese de tecidos & proteli-
nras de circulagiio e de aclidos nuclelicos. Mo entanto, novos conhsci-
mentos  sobre bioguisica & Tilsiclogis de peptidios,. resuvltantes da

agXo das protesses no trato gastro—-intestinasl, mostraram gue O

i
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peptlidios também tem fungles de modulagido fisioldogica, agindo di-
retamente como newrotransmissores ow indiretamente, tendo um papel
ra  ssoresdEn de horsfnios & enzismss  dos  receptores intestinals
{Britton & Koldovsky, 198%; Maubois & Leonil, 128%).

po Tinal da deécada de 70, foram identificados pepti-
diosg com atividade oplaces em hidrollisados péeptlons de cassinas, de
oroteinas wegsetais como gldten, gliasdinag, hordsins e proteinas da
sonia {(Zioudrouw F alii, 1979 8 em hidrolisado comercial de caseins
{Brandl et alifi, 1979). Além da atividade opiidces, fToram identifi-
cagas oubras funeles dos peptidicos, particularmente dagueless deri-
vadgos das proteinss do leite. Haubolds e Léonel {12839 em extensa
revisio, relacionaram sequéncia e papel dos peptidios na nutriglo
mineral & bhigconversdo de ocligoslementosy na atividade oplécea; oo
mo anti-hipertensivo: como isunomadulador £ como agente anti-coagu-
tante. Aplicaghes nutricionals e farmacduticas desies pegtidiﬂﬁg
como tratamento de diarrélia {(casomorfinas), m& absorgdoc de minsrails
{rassinofosfopeptidios) ou na isuncdesficisncia, tem sido considera-
das oom grande potencial pars o futuro, smbora ainds haja  lacunas

no conhecinentn destes peptidios {(Melisel & Schiliimme, 1990},

F.%,. OGvaliagko nubtricionsl de hidrolisados protéicos

Desde a descoberits da treonina sm 19733, tem sido de-
manstrado gQue seres humanos e animais podem cresces e ze manter em
balange nitrogenado positive com dietas contendos como fonte nitro-
genada uma mistura de amincéacidos livres. Dreenstedin et sl1i (179373

e Winitz et alii (1945} desenvolveram distas completas com aminog—
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widos livres capares de manter homens saudévels em estado nutricio-
nal adeguado. Na décadas de 70, o aumento da produclo de diversos
aminoacidos  persitiv s vtilizagdo de aminnécidos purificados enm
dietas para suporte nutricional de pacientes submetidos & cirurglias
ou com progiemas de digest3o e absorgdo {(Itoh et alif, 1973).

# substituilclo da proteins da dista pey wma mistura
de  aminoacidos susciliitou a questdo da comparaglco da eficécia nutri-
cional da proteina integral e de uma sistura eguivalente de aminocs—
cidos livres, sem chegar, no entanto, & resultados conclusivos.
Watts et alirl {19&64) obtiveram um balsneo nitrogenado maior utili-~
zandn prateina de ovo do gue o obtido pelas misturs similar de amie-
no&oidos enguantoe OGnderson et alii (1949), chservatam gue o balango
nitrogenado en honens adultos saudéveis era igual, guer fossem ali-
mentados com digta a base de casgins quer & base de misturs squiva-
lente de aminpacidos.

Experissntos mostraram gue a utilizaglo de caselnz e
seu egquivalente am aminocécidos livres foram eficientemente utiliza—
dos  por ratm% e&m crescimento {(Sauberlich, 19461) & também por ratos
adultos (Metta et alis, 19560). Hakagawa e Massana (1971) comprova—
ram gue tanto a caselina intacta como o seu pguivalente em amincéci-
dos livres garantiam o crescimento de animaiz eswperimentais. Alguns
pesquisadores, no antanio, observaram superioridade da proteina in—
tacts sobre a mistuwras de amincécidos (Rama-FRag et alfii, 194803 Ah-
rens et oallir, 1966). butros autores [Rogers & Harper, 196% @ Adkins
et alii, 19467} compararam caseins intacta com uma misturs diferasnte
de amincicidos e constataram gue vatos alimentados com cassina co-

miam mais & ganhavam mails peso gue os ratos alimentados com misturs



de  amingdcidos, Tato também obussrvado por ltoh gt &11: CLHT7Z .

A pficiencia nutricional de mistura de aminpéacidos e
proteinas wntactas tambhem ol determinads utilizando animals & oo
res umanns gue havian passado por algum tipo de traumatismo. Kishi
et alii {1978} utilizouw ratos entersctomizadeos {(ressscglo de &3% do
imtesting delgadol para avaliar a sficiéncia das dietas tendo como
fonte de nitrogénic caselina, uma sistura de aminocédcidos sguivalen-
te, ums oubtre mistura diferente do paderdn caseina @, ainda, uma
mistura de aminpacidos e caseina (257 do N en amincécidos & o res—
tante em gaseinal. Fara ratos ressecados 2 nio ressscados, a dieta
mista de anincidcidos livees & caselna propiciou malor orescimento
aliado & maior ingestfo, sendo gue a sxiensio da hiperplasia intes-—
tinal & & recuperagdo nao foram alteradas pela fonte protéica. HNes-
te mesme trabalho, constatou-se gue & alta ospolaridade dag dietas
contends amincédcidos livres era responsavel pela baixe incestiio e
crescimento dos animais. Itoh et alil (1973; 1974} cbhsesrvaram gque a
substituigio de 254 do M fornecido pelos amincacidos pela caszseins
intacta fazria com gue os ratos ingsrissem maior @uant&dad& de ali-
mentos & cond consegquiincia apresentavam um malior ganho de peso. A
substituigin da sacarpse pelo amido, com & conseguentes diminuiglo
da penolaridade, fez com gue O consumo alimentar aumentases, com-
provando o efeito da osmolaridade na utilizagcsn da dista.

Qs primgiros trabalhos de avaliagl8o da eficiéngoia
protéics de distas contendo protelins intacta, peptidics & aminocéaci-
gos liverss comggaram a surglr apihs o estabeslecimento de imporitdncis
da absorgEo dos peptidios & o conhecimento da wvantagem cindtics

destes em relagdo & velocldade de transporte de aminpacidos. Ests



varitages existiz mesno em situaglies em gue havie diminuiclo da ca—
pacidade de absorgi¥o da sucosa intestinal, como & doenga celiaca
2n asdulios nd3o tratados {(Crompton et alisi, 19731 fdibs & Soleiman-—
pur, 1974 ¢ Bilk et alii, 1I975; 19791 e decréscims ds capacidade
de  absorglo de aminoécidos mas n¥o de peptidiocs, em  animais gue
pansaram por deplecdc protéica prolongada (Lis & Matthews, ;??2} .

Imondi & Stradley (1774} observaram gue ratos  com
insutiviencia pancrestics (auséncia total das snzimas pancredtica
apbs o blogueio do duto) recuperavam peso mals rapidaments  guando
alimentados com isclado protéico de soja hidrolisado com  protoass
bacteriana do gue guando alimentados com diets cormtendo amincécidos
livres. Us animsis alimentsdos com proteina intacta, noe  entanto,
nio apressntavam ganho de peso, sabora as trds dietas tivessem com-
POBlCEc @m aminoécidos  praticamente idénticas. Faralelassnte, ob-
SEFVOU-EE  QueE 08 animale com as fTunglies paoreadticas normais, tanda
ou npEe sido operados, tinham crescimento praticamsnie idéntico com
as mesmas bres dietss {(Fbfd.).

Yamamote 7% a&lii (1983} compararam o gfeito da oa-
sgina, hidrolisado triptico de caseina & mistura similar de aminoa-
cido no metaboliseo nitrogenado de ratos em crescimento, on deple-
g¥o protféica, gastreciomizados {(total} & hepatecitomizados  {(par—
cial}. Apenas os animais gactrecitomizados apresentaram diferenca na
reouperagEo, sendo mals réapilds guando alimentados com hidrolisado e
mais  lentsa Quando alimentados com cassina. Fesultasdos diferentes
foram obtidos por FPoullain et alii {1989} gue obzervaram gus ratos
adultos  em jejun por 72 horazs apresentavam melhor retenglc de ni~

trogenic guando alimentados com hidrolisado de proteina de soro de



leite do gus guando alimentados com proteina intarta ou aninpdcidos
Livres  (Poullain et aliz, 1987). Os sossmns avtorss observaram gue
o halango nitrogenado era melhor para ratos alimentados com hidro-
lisado, independente de seuw estado nutricicnal. FPavne & Matthows
{1975 apud Bilk ef af7i, 198%) iftambée haviam cobzervado o efesito be-
néfice de hidrolisados proteicos na sintese de proteins guando com—
parado ans aminoacidos livres.

Bilk et alif {(1975) insuguraram wuma série de traba—
thos  gue comparavam & eficiégncia das formnas smoleculsres das fontes
protéicas em seres humanos. MNeste trabalho foi utilizado um hidro-
ligado de cassina preparado de acordo com Dlegg et alii (1974 =
mistura egquivsalsnte de aminocacidos para administraclio oral a seres
humanos  adultos saudéveis. Utilizasndo a2 téconice de perfuslo intss-—
tinal s auvtores gbhservaram gue a absorgio de oitroggnio alfa-aming
era  maior para o hidrolissado gue pars aninoicidos livres. Poste-
riorments, Silk et alii (1579 obzervaram gus pessoas  saudavels
gram capazes de absorver hidrolisado pancre&tico de proteins de
peive £ wuma mistursa sguivalente de asmincdvideos com igual eficign—
cia. Morisrty st alii {(1983) obtiveram resultados semelhantes ao
compararar a absorglo de lactoalbumina, hidrolisado de lactoalbumi-
na @ mistursa similar de amincécidos. Hegarty et alii {1982}, apbs
comparar o perfilil aminpacidico intra-luminal 2 plasmatico apdSs in-—
gestic de proteina intacte, hidrolisada 8 amincacidos livres, nin
encontrou evidénciazs suficientes gue indicasse a wtilizaclio de pep-~
tidions em distas elementares. Em pacientes portadores de Doenga de
Crohs e de me absorgio, preparagles contendo peptidios {(Criticare-—

HM, Mgad Johoson Mutritional Division, Evansville, Ind) promoveram



mzlihor  retengdo de nitrogenio do gue uma preparaclo contendo  ami-
noacides liveres {(High Nitrogen Vivonex) ou alimentoz s6lidos {Smith
et glii, 19B2).

Failrclough et alrf {1983) observaram gue hidrolise-
dos feitos & partir de meatérias-primas e snzimas diferentes eram
absorvidas com diferentes velorcidadss, refletindo tambénm na absor-
¢in de agus v eletroliteos. Resultados semelhantes foram obtideos por
kechane et alii (1983}, sostrando gue a snzima & & fonie protéica
utiliradas na hidrolise influenciavam as proprisdades de  absorgdo
destes bhidrolissdos no intestinog delgado. Posteriomente o mesmno
grupo  de pesquisadores (brimble et &li7, 1987}, wiilizando pepti-
dios obtidos pela hidrélise de proteina de ovo com tripsina, gquimo—
tripsina, neutrase e alcalase, observaram gue o nbmero de residuos
de aminchcidos na cadgia peptidica era o fator gue mals contribuias
para & velocidade de absorgio. Os hidrolisados contendo di e tri-
peptidios eram mais rapidamente absorvidos gus agueles onde havia
prodopindncis de tetra g pentapeptidios. Segundo o mesmos autores,
as hidrolases de tetraz g éﬁnta peptidics existentes nazs microvilo-
gidades limitavam a absorg¥o destes peptidios,. cuja composiglc si-
muilava o conteldo do ldmen apds & digestd3o. adibi & Eim (1981) ob-
saervaran gue a ingestio de hidrolisados poderia inibir as hidrola-
ses de peptldios ds mucoss. Adibi (1%85%) levantow a possibilidads
de utilizar na alimentagdo snteral uma misturs cristalina de i =
tri pepltidios sintéticosz de estrutura conhecida, para & eliminagio

decstes problemas.
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Zub, Frocessos utilizados na obtengdo de hidrolisadss enrimAsticos

de proteins

O métodoe eam uso paras obtencd3c de hidrolisados con-—
sisten na wtilizagdo de sistemas descontinuos, ne utilizaglso de
reatores de membrana e na imcbilizecdo de enzimas.

Um numeroc muito grande de trabalhos de hidrdliss ere
zimatice witilizendo reatores com mesmbranas de wltrafiliraclo foram
realizados a partir do inicio da década de 70. Alguns autores apon-
taram a otimirsag¥®o da utilirzagloc da enzims come & principsl vanta—
gem  de utilizagdo deste método {Cheftel, et afii, I971: fArcher et
aiii, 1973). U fato ds asmbrana permitir & resogd3o ocontinua de pro-
dutos de resgdo, peptidios de baizo peso moleculasr {Desslie & Oher—
yan, 198Lla; 1981lb; 1788}, parece ser uma das malores vantagens, 3&
gque & sua pressnga £ a principal causs da diminuiedo de velocidade
de reagdico guando realirzada em sistems descontinuo {Donstantinides &
fAdu—Amankwa, 17803 Adler-Missen, 1988). Ouiro aspecto imporitante em
relagio aos  reatoress com wltrafiltragdn, & & possibilidade de cone
trole, dentro dos limites da membrana, da distribuic¥o de peso mo-
lecular {(Deeslie & Chervan, 198la: Turgeon & Bauthier, 1990). Es-
te pontrole @ de extrema importdncisa poils algumas proprigdades fun-
cionais e rutricionasis estico sstreitasmente relacicnadas & #le
fAdisr-—Nissen, 19746, 19853,

& sclubilizaglo das protsinssg de pezcado em  restor
de  menbrana  Tol un processe bastante estudado (Chefiel et alir,
1974y froher ef alii., 3F73; Bhumiratama & Gmu, 1977 4 hidrédlise

de  proeteins de siis pelo mesmo processo Toi descritas por Rooren &



Filkndk (1973}, UOlsen & Gdller-~Missen (1979}, Chervan & Deeslie
(198%), Deeslie & Uhervan {(19B1a3;i?B8lb; 1988). Turgen & Sauthier
{1990), desenvolveram um processo de hidrélise de proteinas de so-—
ro, onde foram wstilirados dois squipamentos de ultrafiliraglo. O
hidrolisado fol separade em peptidicos com FM inferior & 10000 dal-
tons, destinado & mutrigio clinica, e em peptidivs maicres gue
13000 daltons, que serism destinados & utilizaclo em cosmdéiicos ou
cono produtos funcionals.

fpesar  das vantagens oferecidas pelos reatores  oom
menbrana comn menores gastos com enzimas, controle de pesso smolecu-
lar & & nEo inibigi¥o pelo produto, & grande malioriz dos progcessos
de hidrélise snzimstics de protsina s8n ainda feitos ewn sistema
descontinug  (Adler-Nissen, 1%83). Alguns problemas relacionados &
este método s3o & wltilizaglo de grandes guantidades de enzima, bhai-
som rendimento, 2 necessidade de inativar as snrzimas por fratamento
termico ouw alteracqo de pH e, finslmente, a dificuldads de =e obter
produtos con pequens variagio de peso molecular (Desslie & Chervan,
IFEEY. Mo entanto, & prefsréncis na sscolha do sétodo descontinun
aa detrimentoc dos restores de sesbrans s3o de ordem pratics come a
facilidade na manutengdo deas condigliss higidnicas e do controle da

cingtics de reagdo {Adler-Nissen, 19853,

2.7. Hidrolisados protéicos em produtos formulados

A wutilizaglo de hidrolisados protéicos nas dietas

formulsades para nubriglo clinica j4& tem siguma tradigic = sd¥a pro-

duridos comerciaimente {(Adler-Nissen, 198%). Na década de 70, Young
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et alirl (1975} 34 relatavam a existéncis de diversas dietas gui-

micamente definidas sendo comercializadas, onde a fragidoc nitrogena—
da =ra composta de saaminocdcidos sintéticos ¢ de hidrolisados  pan-
crebfticos de caseina & albumina de ovo.

Atualmente existem intmerocs produtos gue wutilizam
comn Tonte protéica, de forma exclusiva ou parcial, hideolisados de
proteinas. Brady et alii {1984&), listaram wna série de produtos
disponiveis para oriangas com problemas de md absorelo & intole—
réncias. As Tormulas oom proisinas modificadas, destinadas &
criancas &lergicas & proteina de leite de vace 2 de soda, incluiam
Mutramigen & FProgestimil {(Mead-Johson Mutritional Division), cone
tendo hidrolisados de caseina. Tambéa distas guimnicamente definidas
coma  Eriticasre HM (Mead-Jdohson Nuibritiormal Division), contendo ca-
seina  hidrolisads e Yital High Nitrogen (Ross Lahoratoriss),  con—
tendo hidrolisado de soro de gueijio, carnoe 2 soja suplementado com
aminnacidos essenciais, foram também indicadas para oriangas  com
problemas de digest3o e absporgiio. Estas duas Oltimes dietas nio sio
gspecificas para coriangas, mas tem ampla wtilizaglc na nutriglo
clindca. Mo Brasil 2o encontrados produtos para nutrigeo clinica
contendo hidrolisadn de lactoalbumina como fonte protéica exclisiva
& também associada &4 amindcidos livres {Suppet Produtos  Muatricioe
REig).

Ate 1972, nos Estados Unidos, as dietas uwutilizadas
por  pessoas 50bh culdados médicos eram claszsificadas como  drogas,
existinde, eniZo, grandes dificuldades parsa aprovagdo de novas for-
mulaghes pelo FDA. Em 1972, muitas drogas recebesram 3 classificagldo

de alimento, fTicando sob a jurisdicko do FRA 5 Bureau of Foods, ho-—
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e designado fenter of Food SaTely and Nutrition. Gdouiviram status
de  alimento as forsulagbes hipoalerg®nicas, hipocaldricas,., alimen-
tos pars diabéticos & agueles utilizados para distas com baixo teor
gde  shdio {(Chopra. 19277). Muitos alimentos pars alimentacio senteral
ficaram s uma zona cinzenta, nEo sendo classificsedos comn drogss
o ainda como alimsntos (Schmidl et alirf, 198%). No Brasil, a regu-
lamentagdc destas dietss se dew em 1989 por uma portaria da Divisio
Macional de WVigiléncia Sanitéria (DINAL), smbora algumas  formula-
clies 1& sstivessem sendo comercializages desde o comsod da  decada
de 8G. Esta portaris definiu alimentos para dieta enteral, sua
classificagio, fatores essencials de gualidede e composiclo, regras
para a rotulagac e aspectos de industrializagio e ainds cooloca s
neceszidade de receliila medica pars a sua comercializagio (DINGL,
19895 .

& utilizaglo de hidrolisados enzimdticos de protei-
nasE, denominados peptonas, de tecidos sanimais, soia, soro, © albu-—
mina de ovo & permitida pela legisliaglo amgricana desde que sejam
utilizadas enzimas que sejam consideradas seguras {(BRAS~ generally
recogrised  as safel (FD&, 1984, spud Adler-Nissen, 198%:1. & wtili-
zagdo de hidrolisados protéicos de prmteinaé de origem animal ou de
saia & permitide nas formulagles para dietas enterais, sem nenbuma-—
referéncis aos meitodos de obftengdo destes hidrolisados  (DINAL,

1989y .



SLMATERIAL £ METODOS

Sclubaterial

A matéria-prima usada pars a producio de hidrolisa-—
dos enzimiticos foi o isclado protéico de soja (IFE) produrido pela
BAMERG  B/A. Foram utilizados trés tipos de IPS: Froteimax  S0-HE;
Froteimay F0-HE:; Hanprosoy SO0-hNE,

() enzima uJtilizada foi a pancreatina de péEncrsas
suino de marca Merck com atividade declarada de 350 FIF/Ug de pro-
teaze, D000 U/g de lipase e 7500 U/g de amilase, mantida sob  re-—
frigeragio durante o pericde do syperimento.

b  demals reagentes utilizados foram de grau anali-
tico ip.a.} de diversas procpdéncias.

Fara os estudos de caracterizaglo do hidrolisado =
ensaios biolégicos foram dtilizsdos o Sanprosoy—90 MB & os hidroli-—
sados produzidos & partir desta matéria—-prima. Fara os ensaios big-
légicos fol também utilizada caseina comercial forpecida pela NU-

TRICIA B/A.

Z.Z.Metodos

Fvdal-c Determinagies Quimicss e Bioguimicas

2.201.1. HNitroggnio: determinado pelo método semi-micro Kieldhal

{ROa0, 1973, wutilizando Gwido de titanic cocomo catalisador

{Williams, 1973).
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-2.1.2. Proteina: deierminada coma proteina total, multiplicando-

o4

s 4 porcentagem de nitrogénio pelo fator de conversio 6,25,

3.4.1.3%, Minerais: determinado por espectrofotometriz de absorgio
por  plasma  com eguipamsnto ARL~ modelo ICP 2410, de acordo com as
instrugies do fabricante. Foram incineradas 10g de amostra 2 53020,
as  cinras obtidas foram recuperadas em © ml de HCI & 2 @l de HM = .
fphs  aguecimentos  foram filtradas & o volume elevado & 100 ml. A
amostra assim preparada foi bombeada para o nebulizsador sm contato

com um fludo continuo de argfnio.

S.2.1.040 Atividade do inibidor de tripsina: foi utilizada tripzina
de p@noreas  bovino (Sigms, 12000 BAE) & a determinacglo foi feita
segunds  Eakade #% alif {(1796%), utilizandp BAPNA (hidroclioreto de N
slifa-benzoil-Dl-arginins—p-nitroanilida) como substrato para s
tripsina. Uma unldade de tripsina foil arbitrarismente definida como
de 01 unidade de absorvincoia a 410 nm oem 10 ml de mistura de rea—
gam. # atividade do inibidor de tripsina foi definida como o ndameero

gde unidades de tripsina inibkids (UTI).

ZeZ2.1.%. Fitato: determinado de acordo com metodolonia descrita
por  Latta & Eskin {1780) que baseia-se na propriedade deo  fitsto
guelar minerais. Fara & extraglo de fitato, as amostras foram di-
luidas em HCL O,.465% N, A solucdo fol entio centrifugads (11000g por
13 minutos) e elulda 2m coluna de troca ifmica, ABLI-X4 da Biorad,

para a separagdo do filsgto. A solug¥o contendo fitato, foi adicio—
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nado o regente de Wade {(Felli.6HO G030 & acido sulfosalicilico
G,3% em agua destilada) g absorvancia lida em H00 nm. A curva  pa-
dro foli elaborada & partir de concentragbes crescentes de uma so~

lugko de fitato de shAdic, obedecendo as mesmas condiglies utilizadas

para s amostras.

T.2.51.6. Amincécides totais: foram determinados, com excessac do
triptofeno, utilizando~se o métodeo de resinag de troca  18nica de
Spackman &+ alii (1988B), em analisador avtomiético Beckman modelo
119CL ., procedendo-se sequndo as recomendagles da Beckman  Instro-
mente (1977, 0O triptofano Tol deiterminado em analisador de aminos-
cidos ap®s hidrélise alealina, ssgundo o méitodo descrito por Allred
Z MacDonaid (1988). A hidedlise fol realizada com NaOH 4,2 N em
presenca  de i-octanol, durante 20 horas em estufa &4 1108 O, Apds
atingir temperatura asblente, o material fol diluido em tamp3o ci-
trata de Na, pH 4,28, =2 o pH ajustado em 4,23, Apds centrifugagsdo 3
PI000g 0 material fol analisado em analisador de aminocacidos de

arordn com as instrurBes do fabricante.

T.Z.1.7. Bminoscidos livres: a determinagdo foil feits para hidroli-
wadaos protéicos e Traglies obtidas na cromatografia de exoclusio sm
gel. 0O material liofilizado, sem hidrélise prévia em HOL & N, fol
diluido sm tamp¥o citreto pH 2,2 e filtrado en mesbransa Millipore
GEWP G100, & téonice para detersinacio dos amincacidos livres foil
a mesma utilizada para a detersinagc¥o dos aminodcidos totais {(item

Y WO T BN



ZeZ.1.8. Atividade da pancreatina: fol determinada utilizando-se
uma suspensio de caselna p.a. 2,2% em famp¥o fosfato 0,10 pH B8 e
uma sclugdo de enzima contendo log/el en mesmo tampdio. A atividade
proteciitica Yol determinads pela adigln de 2 ml de soluglo de sn-
ima & 19 ml de substrato & I7°0 e incubade por 10 sinutos. A rea—
g foi interroopida pela adiglo de 1O ml de soluglo de &cido tri-
clorgacetico (TEA) 10%. A proteins precipitada foi  ssparada  por
filtragio esm papel de filtro & lida a absorvancia & 280nm contra o
branco. O brance fol preparado mistuwrando-se 10 ml de substrato &
splugde de TOA &, poasteriormente, 2 ml de solugdo de enzima. & usi-
dade de atividade (UIl) foi definida como a guantidade de smzima ca-
paz de libsrar em 1 minuio proteina soldavel am TOA eguivalente &

Iug de tirpsina sob as mesmas condiglies {(Constantinides & Adu-

Amankwa, 19803,

21,90 Grupos anino livres: foram deterninados pela roaglo com
doido trinitrobenzenoscol fonico (THES! segundo metodologia desenvol-
vida pér fAdler—-Niszsen {197%). O padrip witilizado foi a2 L~leucina.
Esta metodologias fol utilizade para acompanhar o reacds de hidrd-
lige ghnrimatica bewm oD Deara & deterslinagdoc de grupos aming livees
nos hidrolisados produzidos 8 nas fraghbes obtidas por cromatoografia

gm gel de Sephadex.

FTe2.20 Hidrolise do isnlado protéicoo de soja com pancreatinz

A hidrilise de IFE com pancreatina fol realirada =om

zistema descontinuoc, em agitadovres providos de banho-maria oo cima-—
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ra termostatizeds para controles de temperaturs. Os reciplentes uti-
lizados para & hidrblise foram erlenmevers (500 & 2000ml) providos
g aletaz laterais de mode a promover agitagdo adequada & alstura
de reagin, 250 & 1000m] respectivamente. A reagldo se deu em  agua
deicnizada & temperatura deg 37 + 20 C. 0O pH inicial de hidrélise
foi o da suspensio ds metéria-prima em Agua delonizada. Durante a
nidrolise, nEo houve ajuste do pH.

Foaram realizados ewperimentos de hidrélise onde hou-
ve varisgic da concentracglic de substrato {pezp/volume) e da relagdo
enrima substrato (peso/peso’. Todos os experimentos foran realiza-
dos em duplicata. 0 acompanhamentn da resglo de hidrolise foi feito
por  um pericdo de 8 horas e, a intervalos regulares, foram retira-
das aliguotas para detsreinagdo do graw de hidrolise {BHY, de ni-
trogénio solivel esm TCA 10V e variagso do comprimente sédico das ca-

gdeias peptidices.

m.2.2.1. Determinagdo do grau de hidrélise (BH): o GH foi definido
por Adler-Nissen (1983) como o namero de ligaghes peptidicas cliva~
das ou niamerc de grupos amingo livres formados durante o processo de
fidrélise, expresas em eguivalente de Ridralise () 2 o nGmero fo-
tal de ligacMes peptidicas antes da hidrblise (A tetal) determinado
pela composieXe em aminpdcidos da proteics em mmolsg de proteins. O

GH foi celculado segundo a expressdo:

B NS de ligaches peptidicas guebradas

h total n2 total de ligagles peptidicas



Fa2.2.2. Determinagio de nitrogénio solivel em TCA: a proteina pre—
cipitada por solugdo de TCA 10%4 foi centrifugedas a 100009 & 0 ni-
trogénio  do  sobrenadante ftoi determinado pelo método de eicro-

Kieldhal.

FLadLE0 3. FModificaglo do comprimsnto dszs cadelias pepticas  durante
& hidr&lise {(CMF): pars o acompanhamento das modificagbes das  ca-

deiss peptidicas durante a hidréalise fol utilizada a expressio de
Adlgr-Nissen {(1985):

100 n2 total de ligaghbes peptidicas
. e - I ST 515
5H n¥ de ligaghes peptidicas guebradas

par  esta expressio foi feite o caleule do tamanho da cadeia pepti-
dica, sem correglo pars o5 amino&cidos presentes no hidrolisads,

ot

Sew.d. Ubtenglo do hidrolisado protéico

A obtenglio o separagio do hidrolisado protéico de
IFE com pancreatina foi feita de acordo com o fluxograma geral mog-
trado na Figurs 1.

A reag¥o enzimatica foi interrompida por tratamentm
térmico, 72%C por 8 minutos, de mode a inativar a enzima,. facilitar
& separagdo da fragdo protéica n¥o hidrolisada 2 promover uma pas-—
teurizagso do produto. O material foi centrifugado & JO00n por 10
minutos g o sobrenadante, hidrolisado de baizo peEso moelacular (HI),

g o precipitade, hidrelisado de alto peso molecular {Fpt) fToram
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liofilizados. Por vezss o material, sapdHs o tratamento téermico, n3o

sofreud separagic, sendo liofilizado na forme nidn separada (HNSY.

F.2 4, Caracterizagfic do hidrolisado

2.2.4.1, Uromstografia de enclus8o em gel: a cromstografia de  ep-
clus3Ho egm gl de Sephadenr 635 foi feits em coluna com dimensfos ds
1.9cm de digmetro & &2 on de altura. U slusnte wtilizado foi o &ci-
do acedtico 54, pH 2.5 2 amostras de 60 mg de hidrolissdo lipfili-
zada Torasm dissolvidas no sluesnte com 1M de Nall de acordo com  a
metovdologia desorita por Lamounier (1984). O fluxo foi de 40 mldho—
ra sendo colstado 4 ml por tubo. O volume de exclusio (Vo) fol dea-
terminado usando Blue Dextran 2000, & andlise do efluente da coluna
foili  feits por absorviancia & 280nm £ por reagdo com ninidrins com 2
sem  hidrélise alcalina segundo o método de Hirs {19473 . Os padries
utilizados pars & calibraglo da columa foram albuming de soro bovie
o, tirosinae e triptofanc, siuidos sob as sesmas condigles empraga-—

das parada as anmostras.

L2802, Estimativa do comprimento médio da cadeiza peptidice (CDPY:
g eldato da colune fol dividido em fragbes segundo as rcaracteristi-
cas  do cromatograma obtide, de acordo com o a metodologia descrita
poe Freitas {19843, A concentraglo molar dos aminoacidos totails
[AAT) e livres (AAL) de cada fracXo foi determinada segundo & téc—
nica descrita nos itens 2.2.1.b4. & 3.2.1.7. Para a determinag 3o
goE  grupns sminog livres existente nas fraghes fol vtilizada s t&c—

fica do THNBS segundo Adler-Nissen (197%), 0 CCP foi calculado pels
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expressiio {(Chemn et alii, 19&4&2%:

nE2 moles de &87T — nE moles OGL

ng moles MHo - n® mples AAL

-

F.2.5, BEnsalos Biclbgicos

Z.2.5.1. Animals e condigBes svperimentais

Foram wutilizados retos machos, de linhagem Wistar,
provenientes do CEMIB/ Hiotério Central da UNICAMP. Os ratos utili-
rados no BEnssilo Biologice I foram animaie convencionais 8 nos  En-
maiocs Binlégicos 17 & 111 foram animails 5FF {livres de germes pato-
oenicns especificos).

Be animals permaneczran durants o periodo de ewperi-
mentago em gaiolas individuais, de crescimento ou metabdliras, com

counida 8 agua ed Iibitum, em biotério com tesmperatura ambisnte de

4

+ 2 PC e lumrinosidade vontrolada {12 horas clare/i2 horas escu-—

L

y
rip

vl

E2.2.3.2. Preparo das dietas

Todas as dietas nwtilizadas foram prepesradsas basica-
mente de acordo com as normas da ADAC {(1975) de modo a fornecesr 104
de protsine e 8% de Slen. H misturas salina fol preparada segundo a

A0S {(1973) 2 utilizadas na proporgall de 4% da distsa. & mistura wvi-
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taminica, @preparadas seguindo & Tormulagio da Nutritional Biochemi-
chals Lorporation {(1977/78), foi uvutilizads an nivel de 2Y da dieta.
A adigdEo de Tibra, 374 das dieta , fol feita na forma de celulosse. A
complementacio & 100% fol feits com carboidratos, sendo 259% forne—
cido coms sacarese {agacar refinado) & 757 como samido de milho
{Maizenal. O Tormulagdo da mistura minsral g vitaminica ssiZ%c nas

Tabslas I g 2 respectivamentie.

Z.2.58.%., Determinagio do coeficients de utilizacdo protéica (FER) @

do PER corrigido

8 c&liculo do PER fol feito para cads animal. atravées
do comsumnts o disia {guantidads de proteins ingerida) e do ganho de

pess, ssegundo a edpressiEn {(Pellet & Young,1980}):

ganha de peso (g)

consusos de protsina

T 2504, Deterainsgdo da digestibilidads aparente (Daj, wvalor big-

légico aparente (VBa} e utilizaglo liquida de proteina {NPU)

Determinagas atravées do balango nitrogenado, gquando
oe ratos foram mantidos em gelolas metabolicas individuais. As fee
zes € wina foram colstadas separadamente para determinac¥o de ni-
trogénico. O nitrogénio ingerido foi determinado 3 partir do consamne

da digta.



Tabeia 1. Formulac3o de mistura mineral wutilizada nos ensaios bio-

lagicos (ADAC, 1975).

Components Foreentagen
Carbonato de Calcio 38,14
Bifosfato de Potazssio i8,73
Cloreto de 5Gdic 13,75
Sulfate de Magnésio G,73%
Gulfato Ferroso 2,70
Sulfato de Manganés 3o B0
Bulfato de Tinoo 0,03
Sulfato de Cobre €, 04
Cloreto de Cobalto 0, Q0

Iodeto de Potassio O, 079




Tabels 2. Forsulagdo ds mistura vitaminics wutilizadae nos enssios

bhiolhgicos, segundo Mutritional Biochemicals Dorporation (1977/78).

Components o/kg
Vitamina A& (200000 Ul/7g) 4,5
Vitamina D (400000 Ul/g) 0,25
Alfta~-tocotfernd 5,0
foido Ascorbico 45,0
Inositol 5,0
Cloreto de Bolina 73,0
Menadiona 2,25
Arido praminobenzdico 5,0
Mimcinag 4,3
Riboflavina 1.0
Hidrooloreio de Piridaxina 1,0
Hidrocloreto de Tiamina 1.0
Pantotenato de Calcio A
Biotina G,02
fSoide Folioo 0,09
Vitamina B-12 QL 0L

Dextrose

qG80
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A digestibilidade aparente fol calculada segundo o

descrito por Wolzack et alii (1981:

onde: Na=nitrogénio absorvido
Mi=nitrogé&nio ingerido

Nf=nitrogénio fecal

8 Valor Hioldgico aparente foi calculado pela  se-

guinte formulas

B ML ~ (Nf + Nuj

pngde: Nespitrogenio retido

O NFU fold caloulado segundo FPellet & Young (1980 de

acordo com & supressio:

Bl Mi o~ (MNf + MO

Foram realizados 7 ensaios biolbdgicos com carecte—

risticvas diferentes relatados s seguir:
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F.2.5.5. Emsain Bioldgico I

Fatos recém desmamados com 4,5 + 12,60, apbs 2 dias
de adaptagido com a dieta de caseins foram colocados em digtas com
as essguinites fontes protéicas: cassina (CAS) . isolado protéeico de
zmaja (IFS) e os hidrolisados enziméticos de protelins de soja obti-

5
e

dos, conforse descrito no iftem 3.2.3.2., 2o sua fTorms n3do separads
(HMNGY, Tragio sabrenadante ou de baixp pesc aolecular (HI) e fragdc
precipitada ou de alto peso melecular (Fpt). 0 teor proteico destas
distas variow de 10,04 = 10,39 L (Mud,23).

{1 PER foi calculado en relagdio as consumo de dista =
ganho de peso sa I8 dias de exwperimentagXo, de acordo com as normas
da  ADAC (197%). 0 balange nitrogenado foi realizado por am periodo
de 1C dias {(entre o 5 & 15 dias). 0 delinesamento sstatistico uti-~
lizado foi de blocos casuwalizados, oan & animals por dieta.

fpts o férmeine do experimento, os animals foram sae-
erificados apbs anestesia com gter etilico. Todos os animais féram

abaertos e procedeu-s2 an syame nacroscopico do trato digestivo 2

urinarioc para detecglc de eventuals anomalias.

F.2.8.46. Ensaip Hieclbdgico 11

peste ensaio foram utilizsdos ratos recém deamamém
dos, gque apbs 3 dias de adaptagdo em dieta de caselina alcangaram
75,5 4+ 8,5g. O0s animals foram, eni3o, colocsdos em dieta aproteica
por 15 dias, excsto um grupo gue permaneceu em diets caselina ate o

final do experimento. Findo este periodo, os animals passatram a re-
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cebgr as dietas de recupsracdo, contendo como fonte protéica casei-
na {(CRYB1, isolado protéico de soja {(IFE), hidrolisado de baiszo pe-
so molecular {(HIY & o mesmo hidrolisadeo suplementado com 1% de me—
tionina (HI+Met). U ifteor protélco destas diestas variou de 10,77 a
11,80% de proteing (Nx&,25). Um grupo de animais permansced em die—
ta aprotéica até o Tinal do experimento. Foram alocadeos &6 ratos
para cada dieta, ssgundo delinamento syunerimental de blocos casua-
lizados.

g PFER foi calculado com bases no consumo de dieta e
ganho corporal dos snimais durante os 15 diss em gue receheram &
dieta de recuperagia.

Entre os dias § & 14 do periodo de replegcio protéi-
ca, fer-se um balangn nitrogenado com objetivo de determinar-sg &
Da, VEa e NFU.

No final do ewperiments, os ratos foram sacrificados
apts anestesia com Ster etilico. Estimago, vim, filgado, pi3ncreas @
intsstineg foram inediatamsnte retirados & fidasdos em solugles & ba-~
s de forsaldside (borin e parsaformaldelido, segundo Behmer et alii,
12746 . s tecidos foram includidos em parafina, sendo os intestinos
orientados  para gue a secgdc fosse, tanto guanto possivel longitu-
dinal, possibilitando a medigio da altura das vilpsidades. Os cor—
tes  foram corados com hematoxilina & sosina, tendo-s2 enpregeado a
téonica do FPAS { Acido periddico de Schiff e azul de Algian) para
obsgrvar a integridade da bordadurs em escova € das celulas calici-

formes.
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I.2.5.7. Ensaio Biolbdgico 111

& semplbanca do ensaio anterior, ratos recém desmsa-
mados  apbds D odias de adaptag®o em dieta de caselina, pesando &4,7 %
,Bg, foram submetidos & dieta aprotéica por LG dias. Apds este pe—
ricdo, foram separados em 2 grupos de D animais, us grupe recebsu
dieta com cassina suplementada com O,2% de metionine (CAS+Met) & o
cutrs rag®o contendo hidrolisado protéico de sois suplesassntados com
o amingicidos  lismitantes metionina, leucins & valinmae {(HI+B}. A
compleanentagiio de amino&cidos foli feita de modo gue os dols grupos
recebsssem  quantidades de asincscidos sssenciais gue atingissem o
regqueriments do Nutritional Research Council {1%80) .

f PFPER Tol calgulado com base no consumo de dieta e
ganho de peso dos 10 dias em diets proté&ica.

Foi realizado um balango nitrogenado entre o 78 e
118 dia de replecio protéica, fazerndo-se, sntio, & deterainagdo dos

indicves relacionades Da, VE = NFU,

Z. Andlisse ecstatistica

i

Az medias dos resultados experimentals foram compa-
radas uwutilizando anglisg de varidncia, teste F, & a comparagido et
tre mlazs fol feita utilizando-se o teste de Duncan . Na existéncia
de apepas dusas médias, fol utilizadm o teste ¢t (Cockran & Con,

1957},
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4. REGUL.TADOGS

&.1. Hidgrélise ernsimaitica do isolado protéico de sojias  (IFRS) O

gancreatins
g.31.1. Curvas de Hidrolise

Os ensaioz de hidrédlise do IPS com pancrsstins foram
realizados & temperatura de 37° £ em dgua deionizada, pH  inicial
F.1, sen controle de pH durante o curso da hidrélise. A snzima whi-
lizada, pancreatins, apresentou atividade de 92 UIlmg de enzima,
determinada wtilizando & cassina como substrato.

Na Figurs I encontram-se cdrvas de bidrdlise tipi-
cas obtidas com 2,3% de concentragio de substrato (S e relagiio E/8
de 1/35% {peso/peso), mostrande a evolugEo do graw de hidrdlise {(GH)
e ¢ aumente do nitrogénio soldvel em TCA em fungiEco do tempo de rea-
cAG. A alta velocidade inicial observada para BH 8 N soliavel em
TR, diminuiv com Q.tampm! comgeantds a formar wum patanar apbs & ho-
rasz de hidr&lise.

A correlac3o sntre GH e nitrog@nio soldvel em TCA
IO N sl s TCA LOU/N total) fol alta (r=0,9284¢) & significativa
ap nivel de 0,017 de probabilidade (Figura 3). Este resultado mos-—-
tra que parae as condigles & tempo de hidrdlise utilirzados, estas
puas medidas s¥o eguivalentes.

8 pH inicial 7,1 {IfFS em &gua deionizadal decrasceud
de manelira acentuads apds 3 primgira hora 2 meis de hidrdlise guan—

do atingiu o valor de &,.4. Em seguida, & qgueda fol bastante lenta,
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Figura . Qurva de Hidrédlise: grau de hdrdlise (BH) 2 nitrogé&nio
solovel em TCR 1OW/N tolal em funglo do tempo de reagic. Condighes
de hidroliser PSS~ Danprosay Z0-NE com pancreastina, [8l= S,9%, E/8=
1735, T= 3Z79C, em a&gua deipnizads, pH inicial=7,!, sem controle de

pH durants s reaglo, volume de reaclox 2580 ml.
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Figura 3. Correlaglo entre grau de hidrdlise (GH) e N soldvel em
FofH LOU/M total. Condigles de hidrdlise: IFE- BDanprosoy FO-ME com
pancreatina, [81= 5,3%, E/S= 1/358, T= I790, en &gua deionizada, pH
inigiel=7,1, sem controle de pH dwrante s reagdo, volume de resgio=

23 ml.
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chegandn & 6,4 apos 8 horas de hidrdlise (Figura 4). O maior de-
rréscimo de pH, 0.5 de um total de 0,71, =e deu até o GH ter atin-
gido o valor de 7,2, cercs ge metade do GH no final da hidrolise,
sugerindo  um aumento da capacidade tamponante do meio (Figuras I &

4.

4.31.1.2. Influgncia da concentragio de substrato na curva de hidro-

1ise

fs concentracies de substrato utilizadas, 35,3%, 5,35%
e 7,%%, mantendo-se constantes as demals condiglies de hidrolise,
nkn  afetaram a veloridade inicial ds reagio, em relagd3o ac GH. Ao

longe da resgdoc houve declinio da velococidade, de forma mais acen—
tuada para as maiorgs concentraciies de substrato, definindo—se um
patamar apbs & horas de resclo para as concentragbes 2,0 e T 8%,
Fara as rconcentragBes 3J,93% e 5,54 , as rcurvas de hidrolise n2o
apresentaram grande diferenga entre si, ficando a curva obtida para
s concentragio 7,5% diferente das demais {(Figura 3).

0 8H alcancado, apbs 8 horas de reagio, com 3,50 de
substrato foi de 16,.465%, com 5,9% foi de 14,03% e com 7,05%, 10,66%.
0 BH Tinal da reaslo com Z,%% de substrato ol 56K superior ao da
reagko com 7,.5% & 19% ao da reaglic com I,5% de substrato.

A Figura 5 também mostra o efeito da adigdoc de solu-
gdo de lg {(E/S=1/55) de enzima apsSs 4 horas de hidrolise, guando se
definiv wna diminuigio maic scentuada da velocidade de reagio. Em-
heira tenha sido observado ws comportamento ligeiramente difersnte

nas trés primeiras horas de reaglo, guande comparads & curva obtida
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Figura 4. Modificagio do pH
de pH, en fungdo do tampo.
Qo~-MB com pancreatina,. [(Bl=
nizada, pH inicizal=7,1, sem

de resgio= 230 ml.

em Uma resglo de hidrdlise sem controle

Condicgles de hidrélises PSS~ Sanprosoy

5 5%, E/8= 1/35, T= 379C, em agua deic-

controle de pH durante a8 resagio,

winl o
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§ (835,52 E/SzirES [ 815,57 E/5=1/25 + Lsg/mi E

A3
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Figura S. Graw de Hidrolise (8H) em fungln do tempo com diferentes
comcentragiBes de substrato. CondigBes de hidrélise: IFS- Banprosoy
FG-MNE  com pancreatina, E/5= 1/%8. T= 379, em Agua deionizada, pH
imicial= 7.1, sem controle de pH dorante a reacdo. Rdigio de lg de

parncreatina {E/8= 1/78%) apos 4 horas ( l .




em  condichBes iguais (S=5,3% e E/S= 1/33), a adigio da enzima nEo
alterou a welocidads de reacdo, raf}etida no formato da  ocurva  de
hidr&lise, indicando gue & diminuiglo da velocidade ndo foi devido
a4 inmativagin da enzima.

A modificagio do  comprimento médico da cadela pepti-
gica (CMP, em nimero de residuos de aminchcidos, samn COrregsc para
amini&cidos livres) durante a reagko de hidrolise, também fol essta~
belecida em fungdo da concentragio do substrato (E/8=1/303) (Figura
&) .

Como era esperado, o OMP diminuid com a protedlise.
Eota diminuig¥3o poorered de forma mals intensa nas guatro primeiras
horas  de Rigr&liss 8 a2 velocidade decresceu mals  rapidamente na
maior concentragio de substrato. ApSgs & boras de hidréliss, & difa;
rengs  entre o OMP obtideo com 3,87 e 3,34 de substrato sra pratica—
mente inexistente. Com 8 horas de hidrélise, obteve-se peptidios
com 7 & & residucs de aminodcidos para congentragdo de  substrato
%,5% & 5,5% respectivamente. Para a hidrélise com 7.53%, o M apds

8 horas de reagdo foi de 9 residuos de aminoacidos.
2.1.1.3. Efeito da concentragdo de snzima

U efeite da concentragdo da pancreatina na protedli-
se  do IPS, em relagXo ap avmenteo de nitrogénio seldavel en TCA  10%
asts demonstrado na Figura 7. ApSs B horas de resclo, para & 2 con-
centragio de substratno 5,57 e relagdo EFS de 177G, ohservou—se
25,67 de N salivel em TCA 10Y enguanto que para & mesma concentra-

o de substrato e relaglo E/8 de 1735 o N solavel e TCA 104 foi
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Figura &. Comprimento médio da cadeis peptidica (OCMP-sem . corregdn
para aminoacidos livres) em fungdo do tempn, com diferentes concen—
traghes de substrato. Condigles de hidrblise: IFB- Sanprosoy F0-NE
com  pancreatina, E/S= i?ﬁﬁ, T=379C, em asgua deionizada, pH  ini-

cial=7.1, sem controle de pH durante a reagSo).
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Figura 7, Efeito da concentraglo de enzima na hidréliss do isclado

protéico de soia com pancreatina. Condigles de hidrdliser: IFS- San—
prosoy  0-NB com panereatina, T= 37PC, em &gua deionizada, pH ini-

cial= 7,1. mem controle de pH durante a reagio.
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de 40,2%. Para 7.3%% de concentragi3ioc de substrato 2 relag3o E/7E de
/70, obteve-se 20,86% 2 para relagio E8 de L1770, 27,1% de N sola~
vzl em TODA L10%.

& aumento da concentragclo da enzima em relacdn  ao
substrato refletiv em saior hidrdlige, para as diferentes oconcen-
trages de substrato utilizadas, no entanto, este aumento nlo foi

proporoional an aumento da concentracdo de enzima.
4.1.2 Ohteng¥do do hidrolisado

Embora o estudo do sfeito dos parametros de hidedli-
e, concentragio de substrato e relagio E/G, indiguem azs melhores
condieBes, dentro dos limites estudados, para & obtengd3o de hidro-
lisado, alguns pontos mais devem ser considerados. Entre sles estdo
aspeoctos comn o Fendimento de produglo de hidrolisados de baixo pe-
s molecular, guesti3o central do presente trabaliho, aspectos que
contenplam a produsdo industrial em sistema descontinuos, gue devem
favareaak a utilizagio de alte concentragi#o de substrato & 2 balxa
concentragio de snzima {(Adler—Nissen, 198%:, bem comn a eTicigéncia
da meparagio das fragiies hidreolisadas & n&o hidrolisadas.

Decidiu~se, entio, verificar o efeito da concentra-
cEo do substrato, utilizando as concentragbes j& estudadas  ante-
rioroente, 5.5% & 5,5%, na obtenc¥o dos hidrolisados, de acordo com
g procedissnto apresentado na Figura 1. Fara tantn, forasm determi-
fados M presente no sobrenadante apds a centrifugsgi3o, N soldvel,
N osmoldvel am TOA I0X/W ftotal, N soldvel em TOA LOUAN soldvel, para

diferentes condighes de hidrdlise {(Tabela 3. s resulitados sostra-
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Tabela 3. HBelagho entre M solivel £ N total, N soldvel em TCA 107 &
M total e K soldvel em TCA 104 e N soldvel obtidas apds hidrdlize
de isolado protéico de soja com pancreatinae uvtilirzando condigbes de

hidralise diversas.+

Copdighes de Hidrblise? § solavel ¥ K sul. es TCAIDYL/ % sol. es TCALOL/
K total (1) ¥ total {1} § salivel (1)
[81=3,5 & t=6 horas 4.9 .3 55,5
£/551435 t=8 horas 48,8 36,8 44,4
183=3,5 t=5 horas 53,6 £7,5 75,7
EfE=1/1R =8 horas 55,8 15,7 Th,t
{8¥1=5,51 =4 horas 43,7 32,9 81,3
BAE=LE35 1=# horas 45,8 4,3 73,2
[8155,50  #8% i horas 40,5 22,8 42,4
Ef8=1/55F 18t 1=B horas £2,4 25,4 81.%

I jsnlade proteico de seiz - Sanprosey 90-HB

2 1=3790: e dgua deionirada, sew controle de pH.

¥ ¥ soltvel= B no sobrenadante ohtido por centritugag¥o apbs 2 interrupshn da reag¥o de hiddrélise por tratasenis
tbraics {ver Figura 1}

§ turhider leve aphs & cenirifugagdo

$itturbidez forte apbs cenirifugagio
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ram gue, comg também havia sido observado anteriormente (Ltes
4.1.2.7, menor concentragldo de substrato aliado & maior relag3oc E/8
levaram & obteng3o de ﬁiveis mais elevados de N solavel em TCA, qgue
variou entre 22,8 e 48,2% para as condigBes 8= §,%%, E/S=1/%5 & 4
horas de reagdo & 5=3,54, E/6=1/18 & 8 horas de reaglo respectiva-
mente. Fara estas mesmas condigles, a sclubilidade de N foi entre
42,0 & 55,4% £ a solubilidade do N em TCA 104 em relacsic ao N sald-
vl variocu entre 40,5% e 75,74 .

N processo de obtengiao do hidrolisade, observou-ses
gue 0 tratamento termico, realizade para a inativagdo das enzimas,
contribuiy para a2 separagiHo da proteina hidrolisada da n¥o hidrplie
gsada. 0 aguecimentoc favoreceu formag3o de agregados da protsina nl3o
hidrolisada, farilitando a ssparagdo por centrifugaglo. & eficign-
cia da separagHo das fracles soldvel e insoldvel, feita posterior-
mente; mostrou—se  dependente da extens3o da protedlise, &8 conse—
gquentemente, das condiglies de hidrodlise. FPara aguelas condiebes am
gque a protesSlise fol mais extensa, apresentando maior porcentagem
de N solivel em TER 10% em relaglio ac M presente no  sobrenadante
{Tabela 31, 0 sobrenadante se mostrou limpido ¢ de cor amarslada.
Fara condiglies onde a protedlise foli senor o scohrenadante se oDs—
trouw fturvo, com material 2m suspensdo de dificil separagio, mesmo
gn  condigles mais severas que os FO000g uwtilizados na centrifuga—
GgHD. A presenca deste material eom suspensio contribulu para o 2 au-
mento do N soldvel bem cone para a2 diminuigio da relagln N soldvel
em TCH 104 em relagio so N solavel.

Considerando—~se gue a solubilirag¢lo da proteina &

indicative do rendimento do processo & gque o N solivel em TCA re—



presenta o rendimento em peptidios de pegqueno peso molecular, as
melhores condig¢gles de hidrélise seriam [8]1=3,5%Z, E/S=1/18 e 8 horas
de reagdo. No entanto a opgdo foi pela utilizagd0 de 5,5% de con-
centrag¥o do substrato, E/S de 1/35 e tempo de 8 horas de reacglo.
Foram considerados os seguintes aspectos para esta escolha: (1) os
percentuais de N sol. em TCA /N soliuvel obtidos para as duas condi-
¢tes de hidrolise eram praticamente iguais, 74,1 e 73.2%. de forma
que a opgEo pela menor relagdc E/S era mais interessante sob o pon-
to de vista econBmico (2) apesar do rendimento percentual (N sola-
vel) ser menor, para a condi¢¥o de hidrélise escolhida, a massa de
hidrolisado obtido por batch era maior.

Estas condigles foram utilizadas para a obtencgl3oc de
hidrolisados, de acordo com o procedimento indicadoc na Figura 1, a
partir de tres diferentes isclados protéicos de soja, Sanprosoy 90-
NE, Proteimax 90-HG e Froteimax 90-HE. Apbs a separaglo e liofili-
zagdo dos hidrolisados obtidos, HI e Fpt, determinou-se o grau de
hidrolise e o comprimento das cadeia peptidicas (CMF) de cada um
deles (Tabela 4). Dois dos isolados utilizados, Proteimax 9O0-HG e
Sanprosoy 90-NB, apresentaram GH semelhantes para os hidrolisados
de baixo FM , 22,0 e 21,1% respectivamente e, consequentemente o
CMF semelhantes, 4,8 e 4,6 residuos de aminoacidos. J&, o IFS Fro-
teimax 9O-HE apresentou menor grau de hidroélise, 18,9% e maior
CMF, 5,3 residuos que os demais. indicando maior dificuldade na
agxo das enzimas proteoliticas sobre este produto.

Os resultados acima indicavam a utilizag®o do Fro-
teimax 9O0-HE ou Sanprosoy ?0-NE para a produg3o de hidrolisados,

com ligeira vantagem para o primeiro. A determina¢Xo dos inibidores



Tabela 4. Grauw de hidrdlise e comprimento efédic da cadeia peptidics
(EMF)Y em  hidrolisados de baixo PM obtidos pela hidrélise de isole-
der protéico de scla {(Proteimasx RO-HE, Froteimax 20-HS e Sanprosoy
FU-NE) com pancreatina {(condigles tde hidrolise: em &gua delonizadas,

sem controle de pH, T= 379C, [Sl= 8,8%, E/S= 1735, tempo= 8 horas).

BH ruet
& B £ # B £
Sobrepadante {haleo FH) 211 23,4 18,9 4.8 4,4 3.3
Pracipitade {alio PR} 3,2 2,23 {14 i¢,8 2.7 17,4
& Banprazoy KR
B Prateisax 90-H6
£ Proteimax FU-HE
0
L pEpr cenen {Adler-Hissen, 1985}, es nD de residuss de aminpdcides

BHI



de  tripzina presentss, no entanto, determinow & utilizaclo do San-
prosoy F0-NB, que apresentou mengr atividade anti-triptica {ver Ta-

bela 7).

4.2, CLaracterizagio biocgulmica do isclade protéico de soia (1

g
n

do hidrolissdo HI {(baizo PM) & do hidrolisado Fpit (alto PM3

4.2.1. Composigio aminbascidice do IPS = dos hidgrolisados HI e PRE

4 IFS uptilirzado ra obtenclio dos hidrolisados, San-
orosoy FO0-NB,. apresentou 91.4 + 9,594 de oroteina e os hidrolisados
HI & Fpt, 86.7 & 0,67 & 84,587 + 0,48% respectivamente. A Tabela 5
mostra o resul tados de andlise de aminodcidos totais (8AT) para o
IPE {(Banprosoy %0-NB) e o hidrolisado Fept {(alio PM), 8 os a8t =
aminckoidos livees (AARLY para o hidrolisadoe HI {(baixo PMY. O per-
centual dos aminoscidos dos hidrolisados HI & Ppt em relacio ao IFD
gst3o apresentados na Figura 8-a 8 o percentual dos amincicidos 1i-
vrese em relagia aos totsis no hidrolisado HI est¥o ampresantados na
Figura 8-b.

£ separaclo realizada o final do processo de hidred-
lise, de modo a obier-sg um scbhrenadante, hidrolisado HI, e um pre-
Cipitado, hidrolisado Ppt, resultoo em diferengas na composiglo sn—
tre & matéria-prima £ os hidrolisados. Ubzervou-se, na cosmposigao
em aminbadcidos do hidrolisado Ppt, uma redusio de S0%  do  acido
gliuvtdmicn, 22X da lisinag e Z9% de scido aspartico 8 oum aumento de
17% de sstionina. Para o HI fol ocbhservads reduciio de 30% do contsd-

do  de valina, iscleucina & leucina e 294 de fenilalanins & firgosi-



Tabela 3. ComposicHo aminodcidica do isclado protéico de soia {(San-
prosoy  PO0-NE} e dos hidrolisados Ppt (alto PM)} e HI  (baixog PM}

{gaasiag Nt

iP5 Pyt HI K
{8AT] fA8LY
Ac, Aspirtico 13,4541, 32 10,00+1,50 14,0840, 47 8,0645,00
Treonina ’ 4,1440,38 3,7240,58 4,23+0,73% §,3040,02
Serina 5,7040,91 §,96+0,71 5,740,723 8,5140,02
fe, Blutimico 24,8141, 58 13, 7740,50 27,0840 ,42 8,1540,51
Prolina 5,5240,01 4,7440,70 5,1940,13 e
Blicina 4,8040,58 3,950, 24 3,7040,06 9,024mmmn
Alanina §,4310,09 4,7%19,45 3,7240,32 0,3440,02
Tistelna 5,9940,04 1,0144,10 9,9240,08 —
Yalina §,7340,3% C 4,720,565 3,4540,15 0,5440,04
#etionina 1,1640,15 1,3640,19 9,9740,10 RS T
tsoleacina 5,82+, 06 4,7340, 44 4,1440,0% 19,9240, 06
Leurina 8,58140,12 7,4440,81 5,280,540 2,2040,15
Tirosing 3,780, 04 3,4845,03 2,9540,02 2,0340,08
Fenilalanina 5, 6540, 26 3,3840,47 §,6345,01 2,6540,08
{isina §,0840,5 8, 7440,20 6,2140,07 8,95640,03
Histidina 2,4%4,55 7 Ao 2,1948,1% B, 1440,01
Arginina 7,7840,55 7,5948,23 7,2640,78 1,4040,08
Triptofanos 1,28 1,95 1,30 §,7240,04
A4T 110,82 40,49 104,28 13,7
S4E 31,98 37,04 35,62 %19
(RRE/ 88T} » 100 38,04 41,09 32,24 57,48
LARLARATY « 100 —mn - —= 13,14

b yatares stdios de 3 detersinagles
7 isglado protéico de soja- Sanprosoy 30-NE

5 { gstereinagln, exceto para A8L onde o valor & % sédia de 3 deterainaglies
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na. A relagEo enitre AAE = AAT também foil zlterada com fracionamen-—
to. O Fpt apresentou ums relagio de 41%,.emquanta o IFS & HI apre—.
sentaram 26 2 IZW respectivamente.

0 HI apresentou S14% de aminoacidos livres, re-
presentados principalments pela fenilalsnins, tirosina, ispucinag,
limaine = traiptofanc. Aproximadamente 577 da fenilalanina, &%9%  da
tirosina, 3084 do triptofsno e 235% da lsurinsg estlo na  foraz  de
ALl s 8AL essencialis repressntaram &77% dos aminoicidos livress to—
tais. Emborsa o aminograma indicazsse o presenga de outros aminp&ci-—

Hos Comt & asparaging, glutaming e Soide cistédico, n¥o fol possivel

wme identifig¥o precisa o guantificeslo deztes amincacidos.
4.2.2. Analise de minerais do IPS s dos hidrolisados HI & Ppt

8 contefdo de cinzas do hidrolisasdo HI foi &,18%,
foi  GP4 superior o do hidrolisado Ppt, 2,88%2 s 24% supsrior aos do
IPS, £,.55% Estes resultados devem—zs an fato do hiderolisado HI ser
a fragio soluvel, onde estMo a maior parte dos eletrHlitos. & Tabe-
la & mostras que os minerals presentes sm maior concentracdo, em to-
das as anostras foram o P. Na & V. O fosforo se encontrava em parte
na  forma de fitato, perfazendo 3% do F sxistente na frag¥o HI,

36,5% no IFS & 25.3% no Ppi.



Tabela &, fnalise de

minerals do  isolado

prot&ico

da

{Banprosoy F0-MNE} e nos hidrolisados HI = Ppt img/g amastra)l

&b

5078

CHY

1EG ot
Ma 10,867 13,45 & 1%
P 17,63 20, 54 11,63
Ca 1.37 1,70 1,14
k 7.74 %, 80 4,14
Ir G, 0 0,06 o, 13
Mg 1.B4 1,86 1,05
Cu 0,04 0 08 0,01
Fe O, I 021 o, 58
Se 0,002 0,002 0,002
M 0,06 0,06 0,04
Cr O, Q004 O, Q004 O, G004

36,31 na forms de fitate,
21,8 na forss de fitats.

25,5 na fores de fitate.
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4.2.53. PFresengs de fatores anti-sutricionais no IPS & roz Midroli—

sados HI & Fpt

/A atividade dos inibidores de tripsina para os trés
tipos de IFS utilizsdos neste trabalhe, Froteimax FO-HE, Froteiman
FO-HE & Sanprosoy FUO-KNE, @ os respectivos hidrolisados est¥o rma Ta-
bela 7. U fitato {(como &coido fitico), determinado apenas para Ban-
prosoy P0-8, também estd reportado na Tabelas 7.

A atividade dos inibidores de tripsina obssrvada pa—
ra os  IPE fol bastante diverss com valores de 72 & 211 UTI/mg de
proteina. A atividade residual, ap6s a hidrélise com pancreatina,
foi  maior para & fraglo soldvel, hidrolisado HI,do gue para a fra-
§En insoldavel . hidrolissdo Ppt, para todos os isolados utilizados,
A redugso da atividade fol maior guando utilizedo o IFS gue apre-—
sentou  mendr atividade {Sanprosoy Q0-NE) tento en termos absplutos
guanto  porcentusis: houve redugdo de BIX para o HI & de 98% para o
Ppt. Fara os outros IFS & atividade anti-triptica residual foi i1&,8
g GX,4% para o Hl & 36,4 8 16,3% para o Ppt {(Froteimay SO-HE o
Froteiman 20-HE reapectivamentez,.

Zm relagioc ao fitato (Tabela 71, observou-sg maioe
concentragdo rno hidrolisado HI {fragio solovel), 30,74 mg/sQ pro-
teina, vaior 2,46 vezes maior ao para o IFE, 11,7 mg fTitatosg de
proteina, Mo hidrolisado Ppt (frago insoldawvel), foi  observado

4,795 mg de fitato/g de protelioa, 42% do cobzervado pars o IPS,



&5

Tabzla 7. Inibidores de tripsina (IT) determinados om trés tipos
the isniado prot&ice de soja  (Sanprosoy S0-NE, Proteimax F0-HE e
Froteimay FO-HE) e nos hidrolisados MI (baizo PMY e Fpt (alto M3
obtidos & parils destes ilsglados & acido fitico para o PSS Sanpro-

20y FO-NE 2 hidrolisados MI & Fpt.

& B r
IPs Ppt K1 193 Pyt 1 iP5 Pyt it
HTl/eg Prot 72,17 1,18 17,4 21,3 00 10n,16 1466 16,78 &1,15
fr. Fltico $1,45 1,95 30,74 i e nd o ag nd

{egfg prod.}

& ~ Sanprosory ¥ - KB
B -~ Feateigax %9 ~ B
£ ~ Proteisar 98 - HE

nd~ n¥o detersinado



4.3, Determinagic do perfil de peso molerular do hidrolisado [3r ey

tdhicno

A.%.0. Cromatogratia em Bel

A Figura 9 mostra o cromstograma de 44 mg de anostra
{hidrolisado Hi), =n gel de Sephadex G-25. & padronizac¥o da coluna
foi Teita com albumina e os aminpscidos tirosina e triptofanc. O
efiuente da colune fol analisado por absorvincia & 280 nm 2 & 2 S70
R apos reagdo com ninidrinag (sem & com hidrdlise alcalina prévia).

Com relagio & absorvancia 2 280 nm, & amostra croma—
togratada apressntou um pico na regilo de exolusio molecular, outro
carzrterizado ne regilio de eluisdo do aminocécidos aromatico tirosi-
rna & ainda outro pilico bem carscterizade na regilio de triptofano.
Entre o pico de exclus3io g o da tirosine, o material eluido 3o
apresentou picos  caracteristicos. O perfil obtido pela reaglo do
material eluldo com ninidrins (sem hidrdlise alcalina), apresentou
apenas um pico caracteristico na regi®%o anterior ans amingicidos
aromaticos. A cuwrva obiida pela readfo da ninidrina com o material
eluldo apbs sofrer hidrdlise alcalina, mostrou um pico na regido do
vlume de exclusio, que ultrapassou & capacidade de leitura do ss—
pectrofolttmetro, wm pico na regio anterior acs amincdcidos aromé-—
ticos e outros dols piloos na reglilo dos aminoidcidos arométicos. 4
comparagio gualitativa dos dois perfis obtidos pela reaglo com ni-
nidrina, oestrow que tornan-se guase colncidentes a partir dos 200
ml de volume de giuicldp,. indicando a3 presenga apenas de aminoacidos

livres, j& gque & hidrolisse alcalins n¥So resultoun em aumento oo Gy~
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Figura 9. Cromatograftis do hidrolisado HI em gel de Sephadex $5-295,
gluido com dcido acéitico SL. Filgura supsrior: medidada de abhsporvan-—
cia & 570 am apds reagdo do gluato com rinidrina, com & sem hiderd-
iise alcalina prévia,. Figura inferior: medida de absorvancia & 28O
nmy 08 pomeros indicam & posicido de eluiglo dos seguintes padrbss:
{13} a&lbumina bovina, (2} tirosina (3} triptofano: fi a f& indicam =

divisZo em fraglies de acordo com as caracteristicsas de pluigio.
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pos anino livees. J&, a grends diferenga observada na regliEo de se—~
clusdo molecular sugere a presenca de pEptidios de cadeias grandes.
Exta diferenga diminuin cos o volume de sluigio, indicando a pre-
zentsd de peptidios de cadeiss menores.

Com base nos perfis obtidos, o material eluido foi
separado em fraghies de peso molecular ou caracteristica de aluigio
o mals semelhante possivel, como moastra a Figura 9. Desta maneira.
e baseando-se nos padries wtilizados, estimou-se nue a fragis 1,
composts  pelo material sluido entre 88 & 112 ml, volume COoFresnon-
dente & sloig8o da albumina, era constituida por peptidios com peso
molecular  igual ou maior gue 3000 daltons, faiva de exoclus3n molo-
cular do Sephaden G-3% {(Determann, 196%). & fragio 2 vomposta pelo
material eluldo entre 112 e 160 al, & & fragio 3, entre 140 & 194
ml, continham peptlidios com pesc solecular senor gue 3000 daltons;
& fragego 4, entre 196 & 252 ml, & tragao &, entre 232 & 272 ml, pe-
guenos peptidics e aminodcidos livres e gue correspondiam & eluigido
da fenilalanina e tirosina respectivamente. A fraclio &, de 272 a
236 ml, '8 & Tragio 7, entre 216 e 3I7& ml, eram constituidas guase
exclusivamentes por anincacidos livress. Em coluna de Sephadesy B-23
desenvolvida de maneira semelhante, Lamounier (1984) obteve para a
Bradicinina (FM=1400) o valor de 1,6553 para a relagio entre volums
de  eluigio (Ve e volume de exclusio (Vo). Como esta relagio & in-
dependente da geometria da coluna {(Determann, 1949}, & concsideran—
do-se este valor para & cromatografia realizads no presente traba-
itho, & Bradicinina seria slulds em torne de 172 o, o gue  Corres-e

pondaria an inicio da  fraglo 7. A partir deste dado poderia—se



-,
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considerar que & fraglio 2 corresponde, entdo, & peptidios com  PM
entre 3300 & 1500 daltons & a fraglo I & peptidios com BPM inferior

& 1500 daltons.

4.3ede Andlise dpos amincéacidos livres e totais das fraghes obtidas

por cramatogratis em gel

A composigdo em amincdcidos das fragdes obtidas oo
cromatograftia em gel de Sephadex {Tabels B8) mostrou gue aproximada—
mente 24% dos aminodcidos totais esti¥o na fraglo 1, 2772 na fragio
2y FOX na frag¥o 3, 16,%% na fraclo 4, 3% fa fragio 3, 0,.4% na
fragio & e O,357 na fragio 7. A relacho enire aminoécidos essoon-
miais  {(AAR) £ aminchcidos totais (AAT) Ffoi de 23 a 2BY nas  trée
primeiras  fragles, snguants gue nas fraghes 4, 5, ® & esta relagio
variou entre 40 e B58%, chegando & 100% na fragdo 7. Tais resultados
poden ser creditados & especificidade das enzimas pancredticas, cu~
ja veloclidade para & guebra de ligaghes pepticas onde participam
aminoacidos aromaticos & raéificadma & bastante grande.

A distribui¢Xo percentual dos amincécidos nas fra-—
¢es (Tabela 9) mostrou gue mais de 70% do &cido glutdmico,aspirti-
wo,  prolina e lisine apareceran nas fraghes 1, 2, & T CARlanina,
valina, iscleucina, leucins, tirosina 2 fenilalaninas, que =stavam
presentes en pequenas percentagsns na fraglo 1, aumentarem nas fra-—
ghies  subseguentes. Na fraglioc 4 foi sluido 42% do total da leucina
g Z8Y da fenilalanina. Nas fraghes 4 & 5 Foram eluidos 45 8 437
dos  aminnbdoidos aromaticos tirosina o fenilalaninag, respectivamen—

te, enguantoc a4 frac¥o 7 sra composts suclusivamente por triptofanc.



Tabela 8. Composig3o em aminpicidos totais {(umol) das frages do
hidrolisade HI {44mg de amostra) obtidas por cromatografia de mu-

clusio em gel de Sephadex 625,

fsinohrido Fraghn

i 2 3 § 3 & 7
fc. Asphriico 7,30 11,4 14,53 1,1 G,24 ,08 -
Trosnina 1.9 34 348 £,92 4,07 A -
Sgring 3% 5,17 B, 30 2,44 G, 48 0,18 -
fo. Elptdairo 25,84 19,55 18,37 7,3 0,z8 §,14 ~
Prolina 80 9,57 3,88 1,07 - - -
Blicina EN 5,85 £,57 2.47 0,18 8,0% -
Alaning 1,8L 3,08 1,537 3,68 G143 4,17 -
Eistelns 4,38 §,38 6,24 4,03 - - -
Valina 1,82 1,58 4,18 £,74 G40 4,08 -
Hationinez 4,43 0,34 6,32 8,73 4,02 - -
Ieplsucing 2,03 3,13 3,42 1,32 8,18 0,08 -
teurina 2,058 3% £,77 #.4%5 (R G.13 -
Tirpsina bbb ¢,.3% §,%4 8,51 IA 4,482 -
Fanilalanina 1,487 1,18 2,04 3.7 5,55 0,467 -
Lisipa 3.4 3435 4,44 2,06 4,82 - -
Histidina 2,18 1,87 1,34 G.69 4,03 - -
firginina 3,48 4,71 §,2% .2 4,05 G, 04 -
Triptotans - - - - - - 1,687
Tatal 72,88 78,30 92,57 5,20 382 1,42 1,07

{RAETARTIKIO0 3,7 71,7 28,3 47,4 33,0 44,3 104,0

-~ udn deteciade
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Tabela 9. DistribuicH#o percentual dos aminoc&cidos (mol %2 presenites
nazs fraglies do hidrolissado HI obtidas por cromatografia de exclus3o

am gel de Sephsdex 625 em relagdo ao total do mesmo aminocacido.

Fragio
Arinndrido 1 2 3 4 ] & 7
fir. Bspartico i%,% .0 38,4 16,3 é,? 0,2 -
Treoning 13,6 24,3 §5,2 8.7 4.8 - -
Zering 19,8 25,9 11,4 1213 4.7 4,3 -
o, Blutdeico 35,2 27,7 25,0 10,4 8,5 - -
Pralina 33,1 B4 36,2 3,3 - - -
Biicina 239 3,7 32,8 13,3 4,9 §,3 ~
flaning 14,1 17,0 43,4 22, G.8 1,1 -
Ciztelna 35,4 13,4 15,3 12,2 - - -
Yaling 1,1 21,3 36,7 kLR 0.8 0.7 -
Hetinnina 21,8 157 LN 36,5 1,3 - -
Isolegring 15,8 4.5 3,1 a3 L4 £,5 -
Leuring 16,8 2i,8 25,1 41,9 8.4 4,7 -
Tirssing 11,5 b} 15,3 8.9 34,4 4,38 -
Fenitalaning 4,3 14,2 £,8 28,3 35,2 8,6 -
Lising 6.8 14,2 %3 1,3 4,5 - -
Histidina g 0,7 17,9 3,3 4,3 - -
krgining 3,6 25,1 22,7 22,% 6,3 8,3 -
Friptofany - - - - - - 100,6

- nao deferiads



% Tabeia 10 mostra oz aminocicidos livres {848L) pre-
zentes nas fraglies obtidas pela cromatografia em gel de  Sephadex
E-25., U inicio da eluigd3o de aminodcidos livres, ainds gue em  pe-
guana guantidade, 0,74 do total, s2 deu na fragio Z. Oz A4l estavam
presentes em maior guantidade na fraglo 4, representando 78% do to-
tal dos  AAL recuperados. Us ARL da fragBo 3, 20% do total, foram
compostos principalmente por tirosina e fenilalanina, snquanto gus
@ TragBo ¥ continhe apenas triptofanoc.

# Tabelas 11 mostra & distribuic¥s percentusal dos Aok
20 relagio an total do mesmeo aminosdcido recupsrado ne fracio. Ob-
sgrva-se  gue o total da cistelna, metionina, isolsucina, leucina =
iisina eluidos na fragiio 4 estavam na fTorma de GAL. A arginina en-
contrava-se B4% 2 8 tirosina e fenilalanina 8% g 59% na forma 1i-
vee. 0 botslidade dor sasinoédcidos arométicos presentes na fracioc B
& do triptofang ne fragen 7 se encontravam na forma livere. Ba fra—
¥ 4, o5 amincacidos livres representaram 5&Y dos amincécidos pre-—
sentes, ne fragao 5, 764 8 na fTragido 7, 1007, Naz fragbhes 5 &8 4 pe-—
tavam presentes &24 da valina sendo gue I3Y se encontravam na forms
tivre na fragio 43 704 da leucina e da isoleucinas ficaram disiri-
buidas nes fraghes 2 8 4 2 na forma livre na fragioc 5.

g resultado de Z0370 de cistelina na fragio 4 {Tabela
i1}, deve-se, possivelmente, 4 problemas ligados & guantificecdo de
anincacidos  sulfurados wtilizendo a hidrdlise &oidda sem oxidagio
prévia com adcido perfErmico. Deve-se ainda destacar gue a2 andliss
de aminobdcidos livres g5té suleits a interferéncis de peptidios gque

poden ter volume de =lulcl3o semelhantse a0 dos amingidcidos.
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Tabela 10, Composiclo em aminodcidos livres {(umol) das fraghes do
hidrolizsado HI (44 mg de anostra) obitidas por cromatoaraftia de sy~

clusio em gel de Ssphadex G-25%.

feincaride Fragsn

H 2 3 § ;] & 7
#r. Bepartire - - 4,81 8,42 - - -
Trgonina - - - §,58 - - ~
Bering - - - ¢,93 - - -
Ar. Blutdeico - - 4,47 4,58 - - -
Prolina - - - - - - -
Blirina - - 4,03 4,78 8,04 §,02 ,01
flaning - -~ - 1,63 - - -
Listelns - - - 4,67 - - -
Yalina - - - 3,43 - - -
¥elioning - - - 4,76 - - -
Isnieucing - - g, 02 £,23 - - -
{puring - - - B&Z ~ 0,92 -
Tirosing - - - ¢,28 3,57 4,02 -
Fenilalanina - - - 1,%2 407 - -
Lisina - - 8,.1¢ 2,13 - - -
Hiztidina - - - 4,42 - - -
Brginina - - - 3,55 - 8,05 5,62
Triptofano - - - - - - 1,13
Tutal - - 6,27 28,43 7,48 0,11 1,17
{RAE/RRTIELD0 - -

72,4 74,0 59,4 56,3 99,1

- wan detectado



Tabela 11, Distribuigls peroentual dos aminoacidos livees {moii)
presentes  nas fragles do hidrolisado HI obtidas por cromatogratia

ve  eBxcluslco em gel de Sephadey B-25 sm relagdo ap total do  mesmo

AMINCacitio na fragic ~ resultados da Tabels 2.
seinhridn Fragsn

i 2 3 i b & 7
A, fsplriico - - 9,1 £,3 - - -
Tregnins - - - 17,2 - - -
Sarins - - - 38,0 - - -
A, Bletésico - - [ 7.9 - - -
Fruolina - - - - - - -
Blicins - - 5 11,4 22, 22,32 ~
flaning - - - 4.8 - - -~
Ligtelng - - - 2333 - - -
Yaling - - - 83,1 - - -
Belioning - ~ - ¥5.8 - - -
fsolsuting - - G4 127,48 - - -
Leuring - - - 1055 - H g5 -
Tirnsing - - - WY 181,72 166,5 -
Fenilalanina - - - 58,7 1.0 - -
Liging - - b3 102,7 - - -
Histidina - - - 40,3 - - -
rginina - ~ - 84,17 - 1,9 -

Triptodans - - - - - - 17,3




4.3 3. Comprimento médio das cadeias peptidicas (OOF) no hidrolisa~—

diz de haixo FM, HI

£ determinagio do comprimento médio de cadels pepti-
diga  fol realizads pelas andlise des fracWss nbtidas pela  cromato-
grafia em gel de bephadex G-25, em relag¥o ao sew conteddo de ami-
no&cidos totals, livres & Qrupos asmino—livres. Ominoicidos totais o
livres, grupos &ming livres ben comd o comprimento médio caloulado
para cads fraclo eztdo na Tahela 12.

O resultados mostraram gue a fragio 1 continha psp-
tidios com média de 18 residuos de aminchscidos na cadeia. & fragko
< ewontinha peptidicos com 12 residuos de aminodcidos. & fraglo 3
apresentom uma gqueds acsntuada no tamanho de peptidios,. em média
con § oreziduecs, havendo nesta fragldc uma peguens presenga de2 ami-
noacidos liveaes. A Tragico 4 apresentou peptidios com médis de 5 re—
siduns & ggrcs de 614 dos grupos amino representados por amincasi-
dos liveess. A8 Tragbes 3 e & apresentaram mais de 95% de aminodci-
dos  1ivires 2 wha pegushtsa porgloc de paptidimé con media entrs 2 2 3
residucs de aminoéocidos.

Em termos percentuais, o hidrolisado HI apresentou,
a partir dos c&lcowlos realizedos, cerca de 24% dos peptidios com
cadelas contendo em média 18 residuos de aminoicidos, 2&Y com media
de 12 résiduscs, IO/ com médisa de @ residuocs, BY com T residuns =
L0534 com d residuos e 13,14% de aminpacides livres (Tabesia 137,
Considerando 110 daltons o pesc molecular médico dos aminocécidos, o
hidrolisado, em relagidc ac peso eslecular, apresentou 24Y% de pepti-

dias com aproximadamente 2000 daltons. 264 com 1300 daltons, 20%



Tabsla 1%, Distribuigliio molsar dos amincécidos totais & aminocdcidos
livres & comprimento médico das cadelas peptidicas (CCFP) nas fraghes

oshtidas por cromstografia do hidrolisado HI.

Fragdo

1 2 3 4 3 & 7
weoles ART na 71,.8% .34 ¥2,57 54,20 ¥.82 1,17 1,07
fraghn
unpies AL ma - - §,0% I8 48 7,58 4,09 1,12
frapio
ugsles de ~His 4,03 b6 19,09 47,80 8,720 4,5 1,38
na fragis
coaprigents ebdin 1% iz 5 3 & 2 i
de pedein ye;tiﬁiaai
1expressa toen ntgers ugil ART - umol BAL _

whdio de residuss na = pa Tragdo {Lhen ef 2lif, 1962},

radeia peptidice uenl de -NHy - usnl AAL



Tabela 1T, Ua

W

racterizarde do hidrolisado HI em relagdo ao  comprio

meEnto medio dez cadelaszs peptidicss.

Laracteristica do Yaferial Percentual es relaghs

30 contslde itoial

Peptidios row zbdia de 18 residucs na tadeis 33,2

Feptidine com sédiz de 12 resituos na rageia 25,18
feptidios coe whdia de § reslduns ma radels 36,3
Feptidion cos eddis de 3 residuos na cadels Iy

Peptigios ton sbdis de 2 residuos na fateds G403

feinpacides livrss ' 13,14




R

conn S50 dalitons, 8% com cerca de 350 dalitons e 137 na forma de ami-

no&elidos livres.

4,4, Caracterizagioc Nutricional

£,.4 .1, Démputo guimico

& Tabela 14 mostra 2 composigdo em amino&oidoz es-
sproiais  da caseina, [PS {Banprosoy 70 MEY, hidrolisados HI 2 Fpt
e @y wvalores de ums profeina padrioc sugeridos gelo NRD (1580}, A
caseina n3¥o apresentou nenhums deficiegncia de aminoicidos auaﬁdu
romparada  ao padrio do NRC. As proteinas de scis, em sua Torma in-
tegral = hidrolisadsa, apresentaram deticiencia em aninoacidos sul-
furades, o HMI atingiu V3% do padr¥o, o Fplt 924 & o IF5 804L. Fara o
hidralisadn HI, alés dos sulfurados, a valina 8 & lsucinag estavam
abaixo do padri3o, com valores alcangando 77 & P04, respeotivamsnte.
Fara todas as proteinas, o ouires amingdcidos, aloangaram ow wl-

trapassaram as concentragies do padr¥o da MNRGC.

4,.4.2,. Besultsdos do Ensaio Bioldgico 1

s valores médios & desvios padric do ganho de peso,
consumo e proteina e PER snoontrados pare caselina (ORB), isonlado
protéico de soia (IPE) e para os hidrolisados enzimaticos de  pro-
tpine de sois, HI, HNS & Fpt estio apresentados na Tabela 15,

£ diebtas contendo proteing de solse na Torms ints-

gral ow hidrolisade obtiveram valores de PER  menores (PL0,001 da-



Tabela 14.

proteinal

da caseins,

Comparagic entre a composigio em aminodcidos {mg

isglado protéico de soja {(Sznprosgoy FO-MBY =

hidrolisados HI & Ppt, utilizados ne prepavagido da dieta & da pro—
telng padr¥o segundo s Mational Research Council (19806).

Padric ChE P #i Pt
Biztidina Y 2,4 % 2,7 2.4
Isnleuging £,2 4.9 5,3 4,7 4,7
feuzing YAy g7 8,5 by3 q.4
Lising I 5,7 &,1 5,2 4.4
Bulfurades Tolsis 2.6 e 2.1 {8 2.4
éromaticos Tolais 7.3 10,6 2.4 1,6 8.4
Treanina 3,5 £,7 i,% .3 37
Triptofang i.i $,3 1,2 13 14
Yaling £,8 3,4 5,2 3.7 4,2




Tabela 13, Sanho de pesa,

lizaglo proteica {(PER) para n €nsaio Bioldgiceo h 2,

consama de proteina e coeficiente de uti-

Bieta
LA P4 HRE Hi Pt
Peeo inicial fg} 14, 5748,67 13,5048, 40 8,337, 70 $1,00¢45,57  §5,8349,128
Sa0ho de geso |gidial 5,1540,4 7,4040,75 7,5140,18 2,0740,20 2,8940,55
Consues de protelns {g/dial 1,5240,0% 1,274,118 1,%445, 108 1, 1740,008 1,400,722
PER 2,7840,13¢ 1,80+0, 1090 1,89+0,10 1, 7740, 73 2,094, 25¢
PER (rorrigidal} 2,3 1,42 1,4 1,59 1,87

iebdiz ¢ desvio padrio de & enisais.

Zletras iguais nz sesea linha, s¥o hé diferenga significativa {P39,03].
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guels obtido pela dieta CAB, com excesdo do Fpt guse n¥o apresaniou
diferencga (F>0,051. 0 PER do IFS n¥o diferiu de nechum dos hideoii-
sados an nivel de 5%, eabora estes tenbam apresentado diferengas
entra i, sendo gue o hidrolisado HI apresentou resuliados sianifi-
cativamente inferiares (FCOL,05) aos demais. A Figura 10 mostra &
variacin de peso em relagio so teapo e ilustram os resultados ab-
tidos: a supericoridade da dieta CAB sobre as demais distas 2 a pe-
CILEERIT & ﬁifewémga sntre as dietas com proteinas de soja dwrante todo
o euperimento. E interessante notar gue o consunn gas distas com
proteins  de scis nEo apresentaram diferenga, com exceeido da diela
HI, o gue sSugere gue & presenca 9o gesto amargo presente nos hidro-
ligados protéicos, ndo afetow o padrdo de Consumb.

Ns resultados mostraram aliz digestibilidasde para todas
as distss, com valorss entre 2.2 8 94,9, nd¥o havendsn difsrenga
significativa entre alas (P>0,0%) (Tabsla 16). 0 Balango Nitrogena-
do  (BNY, Yalor Bioclé6gico aparente (VHEa) e Utilizaglao Liguidae de
Protsina (MPU) (Tabela 14) n¥o apresentaram diferengas significati-
vas para as distas CAR, IPS, HNG e FPpt. d4 a dista HMI apressntou
resultados inferiores em cerca de BZ 2o obtido pelas oulras distas.
Cetme haixos indices deveram-se principalmente & alts excregdo de
nitrogénic urinario observada, embara a perda de nitrogenic  fecal
tanha sigde mencor para a dista HI do gue para as oubras digtas.

[l evame macroschpico das visceras n¥o revelou rigarihiea—

ma alteragio sob guaisguer das dietas superimentalis.
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Figura 10. Ensaio RBiolbgico I: Variaclo do peso médio de ratos Wis-—
tar em relagdo ao tempo em dietas de (1) caseina (CAS),(2) isolado
protéico de soja (IFS), (3) hidrolisado HI (baixo FM), (4) hidroli-
sado enzimé&tico de IFS contendo as fraglies insoldvel e soltvel

- (HNS) . (5) hidrolisado Fpt (altoc PM).



Tab

i

Valor

1&. B

H
L

fiF

Rioclogico

lango Hitrogenado

aparents

{VEBa )l

(B,

(RPUY parz o Ensaio Bioldgicg 14 2,

e Uiilizagsc Liguida de

Bietz

CA3 103 Hi H Ppi
N ingerids 30254156 27754270 77434183 73564213 2450+283
{myl
E urindric W17 3504140 50479 4336145 779482
{zg)
§ fecal 1B141D 19245 68471 151428 172431
fag}
w F502e114 T206e 3T 715947370 19524135808 221gs {7608
{ggl
Ba (1) 98,4 45,28 G5, 81,18 43,8 41,38 84,0 41,08 93,0 4,48
YRz 1%} 86,654,458 87,7244, 550 Ba,3453,40%0 79, 5445,09% 88,9547, 52%
il 81,47¢2,75° 81,7744, 940 81,0183,46130  75,0145,97 82,96+1,03"

Lastis i desvin palrio 8¢ 3 anisais.

Zietras iguals na sesea linha, nd¥io Bk diferenga signitivativa 930,051,

Digestibilidadse aparsnte (Dag,

Froteine
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LIV mesultados do Ensalo Bioldgicoo 11

s

(T

Meste wperimento animals recém-desmanzdos, apos
dine eam distes de caseins., perraneceram sob dists aprotéics por 15
dimm, o gue resulton ne perda de, en medis, IZW de peso oo slafutalol= SN
wm quadro e deficit protéico. Findo este perliodo, O animsis rece-
baram distas com difsrenies fTontes protéicas, CAE, KT, HI =
HEMet . Uim  resultados para ganho ds peso, consuen de proteina e
FER para o periodo de replegdc sst¥Eo na Tabela 17. & diete LAD pro-
meveu o mainr crescimento dps animaisz  depletados, com ganho ponde-
rai ode 4,47 gfidis snguanto gue pera az disbtaz & base de proteins de
smia sstes valores Ticaram &m brorno te 2,487 = T.84 gidia. 0 FER,
celouladn para o periodo de replegdo probéios, mestrow  resulisdos

mApErior para & dieta CAB, como também observads no ENssis Bioid—

it
15

greo L. & suplessnitad®n do hidrolisado I com meticoning (T +Met)
fer com gue hOUVesss aumento significative da sficiénoia protéicas,

ultrapassando o valor obitido para IFE. O ponsumo das dietas DAE =
RS nEo apresentaram difernga siginificativea e foi superior as die—
tme com hidrolisado, HI e Hi+Met. Mo Enssic Bloloagico 1, & diets
contends o hidrolisado de baixo PMO(HIY,. também foi consumigda  &m
menor auantidade.

0 crescimento dos enimals n¥Eo fol uniforme o longs
ga pericdo de recupsragdo. Ubservou-se, NoS dois primeiros dias de
recuperagio crescimento semelhante para todas eag dietas, verifican—
do-se posteriormente difsrenga signiticativa no ocrescimento {Fiou-

ra 1l
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i
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i

la L7. Banho de pess, consumo de proteinzg ¢ coefloiente de uti-

Tizardo proteics (PER} pars o Ensaio Bioldgioo 112,

Disiz
TAS IFS Hi HI + fiet
Peso inizial {git 62,6747 03 81, 0045,85 81,085,463 5,3347,59
Ganko d& pese {g/dia) §,47¢0,48 3,0440,44 3,4340,47 3,300, 78
Consuse de protelne {gfdiad 1,240,128 1,364,108 i,G%tﬁ,i&h 1,8%:0,1%
LR 38045, 230 E,é?ﬁﬁ,i&3§ 3,500,248 3,.0040,485
2ER {gorrigide} 2,3 1,74 1,55 1,57

lgtdia + desvio padric de & animais,
Elﬁtfas ipuais ne ses#a linhe, n¥o hd diference sigeifirvative {F30,80).
vpesp aphs 1% diss de diets aproleiza,
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Figura 11. Ensaic Bioldgico Il Variago do peso médio de rsios
Wistar emn relacdo a0 tempo, submetidos & dieta sprotéeica por 13
dias & recuperados com distas de (1) caseina (CAS), {21 isolado

proté#ico de s0la (IFSY, (%) hidrolisadn de IFS HI {(baiwo PM} & (4}

o mesmo hBidrolisado suplementado com 0,14 de metionina (HIFMeL) .



G

fe valores para Balango Mitrogenado (BN), Digestibi-
lidade aparentes (D3), Valor Biplogico aparente (VEa) & UtilizagHo
Linuida de Froteina (NPUY  (Tabela 18) mostram gue & D, de todas as
dietan foi bastante elevads, apresentando maior valor para dieta
Hi+iet, porém sen apresentar diferengs {(Fr0,03) entre ssta @ és T
tras digtes & base de groteina de sois, HI e IFE. A diets de casel-
na apresentou menor digestibilidade, sela em animals am recupeRrario
proteica ==jia em animalis normais. Us indices de gualidads proigics
incluinds  valores de BN, BY s NPU (Tabels 18) foram menorez para &
dista HI. & suplementasic do hidrolissdo HI com metioninsg, dista
Hi+Met, resultou na slevaddn dag médias ahtidas pelo HI embore oo
significativa (PXO,03). Az perdaz de mitrogenio windrioc en relagdo
ao  nitrog@nio  ingsrido foram cercs de &Y% malores para as distas
contends hidrolisados do gue o ohservado para distas com proteing
integral.

0 estudo histomorfoméirico {Tabesla 19), mostrou gue
2 altura das vilosidades do ilec apos 15 dias de dieta aprotéics
sstavamn 742 menores do gue & o apresentado por animais alimentados
com OAS pelo messmo periodo. Aps 15 dias de replegio protéica obser—
vou-se plens recuperacio da altura das vilmsidades n¥Eo mals havendo
giferengas (Fr2,05)  entre as distas experimpntaizs. Os ratos que
peraaneceram en distas aprotéicas por 30 dias tiveram reduclio ainda
maicr das vilosidades, mostrando o agravamento de seu estado nuitri-
cional .

& Figura 12, Foto 1, mostra criptas e vilosidades
mormaice do iles de oum raito, em dists CTAS, gue nEo passou por diets

F

aproteica. & Foto 2, evidencia & a&ltura redurida das vilosidades



Fi

Tabels 18. Balanco Nitrogenado (B, Digestibilidade aparents (Dal,
Valor PBiglfgico (VBa), Utilizaglo Liguida de FProteina (NFUS parsa o
Enzalo Riclégico 11t 2
Bieta

CA5% (o TS IP§ H HI + Mgt hprot.
K ingerido 1914173 12854155 1380+188 108454310 5364153 o
{gal
8 urindris 352443 180442 207448 7372435 200447 2843
fmgil
¥ fecal 130424 107419 99438 7345 5289 2649
fmgl
BY 105917E 396¢103 16254187 Bysr21d 59341492 e
syl
Ba 91,348, 72 91,740,528 97,9¢1, 7008 72,840,45C 93,6+, 74 e
VBa 77,74+2,53300  gg B+, 50 B3, 7345,5550  74,7845,328 77,6142,8488 -
it 70,8842, 5238 7,841,950 76,4603, 7150 §9,785,108 72,6142, 88880 e

tgedia ¢ desvio padrin de § anisais.
girss iguais na sesee linhz, n¥o h& diferenca significativa [P36,05).



Tabela 1%. mitura das

0

vilogidades do flen dos animals  do
Bioldgioo 11k,
Oisgta Slitura dazs Vilosidadss
A
HBorot, (15 dips: GLE+EE
Cal {(Z0 diawm)? bl Fo R
Goprot, {30 dias! LEGE1Y

HI

A T =
t—t [ :_*-...) e

Hetras igusis ale existe diferenga significatiea.
Lapigais gue nds passaram por disls aprotéica.



ge um animal em diets aprotéics. O epitélic das vilosidades, embora
integro, apresanton freguente reiraglo do cbrion. Na foto Z. obser-

vou-g® o fles de um animal recupsrado de desnutriglo com dieta IPS,

criptas & vilosidades apressniam-ser normalz. a difersncs entrs
pE oanimals alimentados com dieta aprotéics & oz animals recupsrados
coxn diets D65 = IFD, evidenciando a normalicdads ds alturas das wilo—
sidades 2m relagds &5 griptas 2 o epiltélio integro, snoontrado tam-
e am animals alimentados com as oulras dietas supesrimentsais. Mas
Totos 4, o 6 estio mostrados cortes do jejuno, estémsgo e duodenc

de  ralos a&limentados com distas contends hidrolisado protésico, HI

F\‘%*
4]
3]
Y
H

g Hi+Mail. Na foto 4, oripias & vilosidades estis normais. Nest
s, as  vilosidades spresentaram 3 veres s slturas das criptas. Ma
S & mucosa estomacal estd normal, apresentando as glandulas
fandicas com intenss secreglio. & foto &, sostrs o duocdens norosl,
com oas vilosidades longas, carecigristicas destes animais.  Outros
orgios  syaninados, pEncreas, figado 2 ris, ndo apresentaram qual-

ausr anormalidade.

4.%.4, Resultados do Ensain Bioldgico IIT

Como no ensalo soterior, ratos recén-desmamados, fo-
ram  submelidos & disgia aprot&icea por 19 dias. Apds este periode um
grupan  recebewn dieta com caselins supleamentadsa com G;EZ de metloning
{Zg/id g M o~ dieta CAB+Mel) e o outro diets contendo bidrolisado
profEioo de sols suplenentados com os aminedcidos limitantes i
tionina. leasins @ walina {(HI+5). Foli adicionado & dieta O,14%  de

lima (Ll.4g/16n M)y, 4,08B% de leucina {(0,Bg/lég MY & 0,37 de me

Py
fie
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tignina (3g/1l6g N). Com este procedimenic os dois grupos racehecam
puantidades de amincédcidos essencialis de noado & atingilr o regueri-
mento  de Natriticnal Ressaerch Councii {1980). A composigsioc aminoa-
cidica das dietas. em relagio aos amingdcidos eszencials, suté
aprasentads na Tabela ZO.

0 ganho de peso, oconswho de oroteina 2 FER sstlio ns
Tabelas 21 & Figuras 123 & 14. O consumo Tol zesmelhante para ambaz as
distas. Tfato n¥o cbservade nos experimentos anteriovres onde o con-
sums das dietas com  hidrolisgsadeo Tol sempre inferior ao consums das
distas contendo ceseina. Embora & media do ganho de peso tenha sido
maior  para o animals alimentasdos com CASHMet, houve T fases dis-
tintas durante a recupsrackso (Figura 131, 8té o 7 dia o oresoi-
mento  pondersl dos animalis em dieta HILE fol superiocor ao dos  and-
mais em dieta COaB+Met. Entrs o 79 & o 148 dia, o crescimento  foi
semelhante, & & partir deste periodo, o crescimento fToi superior
para a dista CAS+Met. Sob o ponto de vists da significinuia esta-
tistica, pelo teste ¢, houve apenas diferenga no 482 (Fa0,058) 8 no
Sm (P0,10) dias de recuperagio. Os dias 18, 78 & 108 de recupera-
cEo n¥3o apresentaram diferenga (PFX0,20). Apés o 108 dia, novamente
az  diferengas aumentaram sendo maior no 1ZER dia de recuperagio
(P, 100,

Fara wum mesmo consuns de proteines (Figuwra 14) o ga-
nho  de peEso no inicio di recuperagac fol ealior com a dista HI+S do
gus com a diets CASHMet, que correspondem  acs sets pricmelros dias
de recuperagdo (Figura 1353}, Posteriormente, o crescimento fol igual
pAFa © MEEN0 CORRLMa, entre o 72 e PY dia de recuperassio. Finaslmern-—

te, chessrvou-ss um periodo s gus O meEsmo consume de proteina resul-



G

Tabela 2Z0. Composiglio aninocécidica {amincdcidos essencisis)  das
dietas witilizadas no Ensaio Bloldgico 111 e da proteina padrSo. se—

gundo a MNROD {(19206).

aAminoscido Dists
Cas5 + Met. HI + & Fadr3o

Tirosina + fenilalanina Ty 6l 7,328 7,
Mztioninsg + cisteina 2,79% S.20% L)
Treoninag D97 § A
Isocleucins .83 4,16 4,2
Leucing L0 7,04% Tt
Valina 5,10 5, 88% 4.8
Lisins T, 33 0,20 5,1
Triptofano 1,38 1,30 t.1
Histidins 2,19 1,93 1,70

¥ssinndcides que foras suplesentadns: 2g/iby W de metionina para [AS, Jg/lég W de wetionina, §,4g/16g W de valing
& §,8y /16g ¥ de leucira pars o BLL
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Tabels Fi. Ganbhbo de peso, consunD de proteinse & coeficientes de uti-

lizagdc proteica (PER) psara o Ensaio Bleolodgico 111h 2,

Dieta
CAS + Met. HI + 5
Feso inicial (g)e 61,5343, a1 LT 7
Sanho de pesn {(gr/dial 3,69+0, 465 4 B0, &T
Consums de proteina {(gldial 1,46+0, 153 1.4840,07
FER T PO, 14E T 3440, 36k
FER {corrigido} 2.8 2414

Yaddia + gesvio pattdo de § anigais,

iatras iguais o sesss linhs, o¥o ha diferspga sigaificativa {PG,08),

39559 apbs 17 diss e diets eprofefca.
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Figura 13. Ensaioc Bieoldgico III: Variag8o de peso média de ratos
Wistar submetidos em relacdo ac tempo & dieta aprotelica e reEcupera-
dos  com  dietas de caseina suplementada com  0,2%  de metionina
(CAS+Mety e de hidrolisado de baixo peso molecular suplemsntado com

0,08% de leucina, 0,14% de valina e 0,3% de metionina (HI+S.
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Figura 14. Enzaio Liglagico I11: Variacho de peso medio de  ratos
Wistar en relacio ag consums de proteina, apés 1% dias em digta
aprotéics, recuperados com dietas de caseina suplemesntada com 6,204
de metionina (CAB+Met) = de hidroliszado de balxog peso molecular sy
plementada com 4,087 de leucing, ©,14% de valina e 0,34 de metioni-

am (HIAE).
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tmu em  crescimento ligeiramente superior dos animais alimentsdos com
diets CAB+Met.
0 consuss  de dieta pelos animais, neste terceiro
ensaic, foi igual pars a5 distas contendo caszina (CAB+Met) e
Lidrolizadn HI {HI+S). Nos outros ensaios bioclégicos, ao conbrario, as
digptaz  contendo HI foram menos consumidas. A eficignois da  proteina
{(PERY da dieta HI+E, caleuladas para os 15 diss de FreouperagdEo,. Toi
cercs de B&Y% do  valor observado para a dista CAS+Met. Coams o
crescimento  n3o foi bhospgBneo ao longo do esperimento, caloculou-se s
eficitncis protéica para os primeiros 5 dias ée recupsragio {(ganho de
pesn corporal/consumo de proteina) obtendo-se 4,48 para a diets HI+E &
T,60 psra @ dieta CAS+Met (PX0,05). Entre o § 8 e o 108 dia
afiitncia protéica fol de 3,98 & 4,37 {FL0,05%) & sntre o 108 & o 13
dias foi de 7,80 g 3,78 (PX0,0%) para HI+S g CASHMet, respectivamente.
Estes valores, juntamente com &z Floguras 13 © 14 sugersm )
superioridade da diets HI+E no estaglio inicial de ragouperagdc, =ssta
vantagen desaparsce ooh & recuperaciio nutricional do animal.

A suplementag¥o do hidrolisadeo HI com metioning, valina e
leucina aumentou o FER  em cerca de 104 guando  comparado & dieta
HI+Met (suplessnitagio de O0,1% de metionina) & em Z0% e relagdo &
dista HI (sem suplentagiic), ambos rasultados do Eneain Biolégico II.

O= resul tados nars o Balango Nitrogenado {BNY,
Digestibilidade apsarante (D). Yaior Biclégico aparente {(VBa) e
Ptitizagxn Liguids de Frotelina (NPU) estio na Tabelsa 2Z. A Da n¥Ho
nostrou  difersngca  entre as duas dietas (Fr0,003, alcangandn wvalores

de 91% para = CAS+Mat e de F2% para HIFE. Andimais alimentados com &
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Tabelz 22, Balargo nitrogenado {(BN), Digestibilidade aparente {Dayd,

Valor Bioléoico aparsnite (VEa)] e Urilizaglo Liguida de Froteina { MNFY )

pera o Ensalo Biologioo 111ls 2,

OAS + Met. HI + §

N ingerido {mg) 1186+105 116352

N uringrio (wg) 132+17 2RA+20

M fmoal (mgl 108+17 212

BN {mg) 547 +1058 Blavanb
Da PO, 841,28 2,041, 58
Via 87,8+, 63 Th 22, AR
NFU 87,841,669 7O, 142,70

Ypegia ¢ desvio padris fe § animais.

Yetras igueis na sessa linka, a¥o th diferenga significative (F34,05).



diets HI+S apresentaram excregio de nitrogénio urinario 2,48 wvezes
maliores gue o obssrvado para animais em dieta CaS+MET. Como
consgguBnoia, a5 indices relacicnados ao balango nitrogenado
mostraram-se inferiores (FI0,00) aos da CAS+Met. Ao contriarioc do que
§mi  mhservado  paras o PER, o VBa s NFU da digta HI ndc sglhoraram
fungio da complemantagdo aminparidica guando comparados OB valoras

abtidos no experismsnto anterior (Ensailo Biclégice I1).
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5. DISCUSER0

.1, Hidrolise enzimética do isolado protéico de soja {(IFGD com

pancreatina & obtengio de um higrolisado de baizxp peso molecular

A escolhe do isolado proféiceo de sois como matéria-
prima para obiengdo de hidrolisados pars nutrigidc clipice, objstivo
gdo presente trabalho, foi devido, principalmente, & gprarice
disponibilidade dests produto no Brasil, a0 contrarico de outras
proteinss normalmente ugtilizadas M3 produglio de hidrolisades,
raseine © lactoalbumina, praticamesnte inexistentes no palis. For
mutro  lado, & produgdo e utilizaglo de hidrolisados enzisclklicos de
oroteina  de soja para nuirigloc clinica s&o sinda pouco conhecidos,
pxistinds poucas referéncias na literatura (Imondi & Stradliey,
1574y Taudorf et alii, IP384; Adler-Nissen, 1983 3 Ovesaern &
Allinstrup. 1992, gnguanto e aspectos de produg 3n In i
Hidrolissdos de caseina {(Clegn & MeMillan, 19743 Enights, 1983 e
de  sua efic&cia nutricional i4 estio bem estabelecidos  {(Knights,
1%85%: Freitaes, 1991).

Estudos de digestibilidade in viftre tem demonstrado
& importaéncia da utilirag¥o de enzimas de especificidade mails
préagima  possivel as  existentes no trato gastro-intestinal para
ohter-se correlacho com & digest3o in wvive e wvtilizaglo como indice
de qualidade proteéica (Freeman et alii, I97%; Marable E  Danzone,
1991y, Hidralise similar ap processn In vivo, Com & wbtilizagdo dsa
pancreatins  em  conjunto Com & pepsing fol descrito por  Akesson &

Stakmant (19641, Btahamnn & Woldegiorgis {1975}, Bxleazzi (1981) e
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Gauthier et alii (1984 pare determinagiio da gualidads de
profteinas.

Tends em wvista & inocoidsds do uso de enzimas
digestivas aliaga & reprodusfo  deum DrOCesED similar &
fisioléGgico, & pancreatina foi escolhide para & produglo do
ridrolisads de proteina de soia. & pepsins, corttudo, o fol
wtilizada, 3& gus levaria & necessidade de grandes variacles de pH
& consequentemsente de eletré&litos além  de nEo conbribulyr
efetivamente para uwm awnento na hidrolise com & pancreatina
(Gaukthisr et alii, 198&y Fraitas, 1971). A pancresatina &, ainda, a
BT L& normalmente utilizada na obtenclo de hidrolisados &
testados 2 gue estd3o sendo wtilizados na nutrigdn clinics (Knights,
198%: Brady et alii, 198&).

Em geral, os sstudos sobre hidrolise de  proteinas
atordam Sois  aspectos principalis: o perfil cingitico da reaglc de
midr&lizse de determinade sisfema snzima-substrato {(inibigio do
produto, inativagio da enzima, adsorgioc} e contribuiglo &
formulagiio de equagBes cineticas gue ﬁadem ger whtilizadas no
desenvolvimento de reatores ou ns otimizagko da uwutilizagdo da
2nring.

0 modelio cingtico da hidrsliss de proteins vem sendo
simtematicamente estudado nos Qltimos 20 anos. Estuwdlos cinéticos de
reayso de  hidrolisse foram realizades para diversos sistemas
proteins-enzima. Us substratos gue tem sido investigados inclusa a
proteina  de soja {(lacobucecl et aliz, 19743 Adier-MNissen, 1777
Constentinides &  Adu—Amanbwa, 1780: Voraob'ev et alii, 1987 ).,

proteina de pescado {(fAvrcher et aiii, 1973), proteina de carne



da curva de hidrélise, pois tem-se, na maioria dos casos, @aior
precisic no conhecimento da influgncia dos pardameiros de hidrdlise
na velocidade de rea;ga, senda os modelos cingticos mais importan-
it no estudo gualitatitive de reagese de hidrdlise (Adler—Nissen,
19851, Na aplicacio industrial de enzimas, & de interesse gue &
reagdo sejs considerada como um htodo, e nEe apsnas & veloocidade
imicisl de reaglioc. Este enfogue temn side amplamenite empregado,
particularmente para obtenglic de hidrolisados funcionais (Adler-
Nissen, 1977; Adler-Nissen et aliiz, 1983: Chobert et alii, 1978da;
1788pb), solGvels ou de haivo pesc molecular (Cheftiel et alii, 1971
Archer et slii, 1973 Llegg &t alii, 1974:; Ma ef alii, 198B3Z: bBmith
et alil, 198%.

0 estuwdo da hidrédlise do isclado protéico de soia
oo pancreatina, realizaedo no presente trabalho, seguiau o modelo
guantitativo, com o estudo das influgnclia da concentraglo de subs-
trato & relasiio enzimadsubstrato nas curvas de hidrolise. &5 curvas
die hidréliss obtidas neste trabalho, grag de hidrolise em fungdn do
tenpo, para o sistema isolado protéico de soja-pancreatine, apre~
sentaram a velocidade de reag¥o diminuindo com o tempo tendendo, &
atingir um patamar (Figura Zj. Embora a forma das curvas de hidro-
lise seia caracteristica de cada sistema enzima-proteina e das gon-
dighes de reag¥o cond concentragdo do subsirsto, relagiio E/8. pH &
temperatura, & hidfﬁlise de protsinas como caseina, lsolado protéi-
oo de sopia, gliten, proteina de milhe, concentado prof@ico de pei-
we, nE0 apresentam diferengas essencials entre si {Adler-dissen,

1977 Adu—dmankwa & Constantinides, 1980: fdler-Nissen, 1585



0 rapido decréscimo cbservade na velocidade de rea-
36 tem sido atribuido & um dos seguintes fentmenos: (1} diminuigdo
das ligaghes peptidices especificas da atuaglo da enzimag (21 imi-
Bigln pelo produto & (3} inativagdo da enzima {Adu—~Amankwa & Tons-—
tantinides, 1980). Para Adler-dMissen (1983}, no entanto, & forma da
curva de reacgdo de hidrélise de proieinas ndo se deve & iniblgi3c da
enzima pelos produtos, e sim & competigio entre o subsirato origi-
nal, proteina n¥o hidrolisadsa, 2 os peptidios gue 3o continuvaments
formados  durante a hidralise. & adigdo de snzima apods 4 horas  de
reacio (Figura 5) nd3o alterou & velocidade de resgiio indicando gue
& diminutigiic da velocidade n¥o fol devido & inativagin da enzima,
mas possivelments & inibigle pelo produto ow ainda & compstiglo en—
tre proteina hidrolisada e n¥o hidrolisada.

0 nE%c controle do g durante & reagdo, embora =selia
de importéncia pars & produgic de hidrolisado com baixo coniteddo
de mletrblitos, possivelmente contribuiu pars a diminuigQEo da velo—
ridade de resglio. O pH 7,1, no inicic da reagdo & limite do pH oti-
mo  das enrzimasz pancredtices, entre 7 & ¥ para tripsina e g iomo—
tripsina (Hung et alii, 1984). Apos duas horas de reagdo, guando o
oH atinge o valor de &,6, & reacido 16 estaria acontecendo em condi-
ghes sub-bStimas de pH.

A diminuig3o do pH durante a resgio, provocads pela
guebra das ligagbes peptidicas e desprotonizagio dos grupods aming,
pstzlilirou~ss aphHs 5 horas de reaglBo, smbors ainda houvessze inten—
za protedblise neste periodo. No entanto, a variacio do pH ndic de-

pende apenas da gusbra das ligagoes peptidicas. E dependente do na-

mero e dos valores de pK dos grupos amino liberados, da capacidads
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ramponante das cadelas laterals, imicialmente escondidas & expos—
tam no o indicio da resclo e de capacidade tamponante das cadeias la-
tzrais expostas da proteina n3o hidrolisada (Mozersky & Fanettieri,
19851,

O experimentos de hidrédlise sdo realizados, =m sus
puase totalidade, com pH constante durante s Mmidrdlise com aunilio
de  um  titulasdor automatico (pH-ztat). Este procedimento  acarreta
sumento de ions presentes, tornando dificil, por vezes, a utiliza-
g0 destes produtos na Torsolacdo de dietas. Hidrolisados guse Toram
obtidos por reagdo com pH controlado e particwlarmente ondes a sepa-
rapdo da  fragd3c n¥o hidrolisada foi feita por precipitagio no pl
apresentam entre 10 e 157 de sais (Adler-Nissen, 1985) .

O sumento da concentraglo de substrato (8), ndo afe-
tou s velocidade na primeirsa hora de reag®o, esbora tenhs provooado
uma fiminuigio da velocidade ao longo da reagdo (Figura ), resul-
tando em diferencas de guase 607 entre o BH final da menor da
maior comcentracMdo utilizada, 3,5 e 7,5%. kEste comportamenta tambam
fmi  ohservads na hidrlise de PS8 com protease acida {Constantini—
des & Odu-Gmankua, 1980}, IFS com alcalase {(Adler-MNissan, 1985,
lartoalbuming com alcalase (Smith et alif, 1989}, tendo sido rela—
rionade ao aumento da inibiglo da enzima pelo produto.

0 aumenioc de relagio E/5 rezultou no aumento do &H,
n¥o sendo proporcienal, no entanto, ao aumento da relagic & similar
an  observado para inGmeros outros substratos e enzimas (O fMeara &
Munre, 1984; Hernandez & Asenjo,. 19823 Saath et alir, 198%) .

Como era esperado, concomitante as auwmento do  GH,

houve modificacdo de outros ifndices como o aumento da sniubilidade
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do N oem TCA 10% 2 & diminuiglo do comprimento da cedeia peptldics
(CMPY {Figuras 2 & &). & alia correlagfo encontrada entre GH & N
soltvel Bm TO& (Figura 3 parsce indicar gue os peptlidios formedos
nos  sstigios iniciais de hidrolise, serviram como substrate para a
formaghio de peptidios menores, sollveis em TCA. Tal ohzervagio esta
de acords com o mecaniemo proposto para a hidrélise de  substeatos
insolaveis, onde em um primeiro mopento a enzima oliva a proteina
ingoiovel formands fragmentos grandes. Ds polipeptidics  {formados,
parcialmente soltveis, sio snilo hidrolissdos em peptldios mecores.
Em uma sagunds reacio maisz lenta & proteina mais compacta €@ solubi-
lizads pels snzima adsorvida (Constantinides & Adu-Amankwa, 15803
Sdler—Mizsssn, 19851,

Comn descrito anteriormentes {(ltem 4.1} o sstudo das
curvas de hidraliss teve como obistivo sstabelecer as melhores con-
dighies pars obter hidrolisado de baixo peso molecular. For atiliza-
do  informaghes obtidas do patamar formado na curva de hidrélise,
gue indicava o maximo de hidrolise gue era possivel obter nas con-
dighes utilizadas (5 2 E/S). A utilizegso da scolublilidade em TOA
para anklise dos hidrolisados cbtidos (Tabels 3}, foi devido & sus
capacidade de preciglitar peptidios com cadelis maiores de 4 residuos
de aminadcidos {(Breenberg & Ships, 1979}, podendo fornecer,; de ma—
reira indicativa, o rendimento da hidrolise em peptidios de baiwo
pess  molscular. Az condigoes pecolhidas, 3,37 de substratoe & rela-
gre EFE de L/35, 372 C, em fgux deionizads sem controle de pH foram
consideradas adeguadas, tendo em vists a alte porcentagem de N so-
Iavel sm TEA e CHMF entre 4 e & residucs de aminoacidos. Estas con-

dighas foram utilizadas para & produgdo do hidrolisado, gue envol-e



via 2 separac¥Eo da fraglo de peso molecular mais alto, etapa eriti-
ca no gue sg orefers ac rendimento em protelina do processo peonlihi-
.

Considerandgo-se & soiuvbilizagloc comp rendimento  do
processs na obteneXo de hidrolisado de baiwo peso molecular, os va-
lores entre 80,5 e 55,8%, sstio abaixo dos BOX relatados por Frei-
tas (1991) para a hidrblise da caseina com pancreatina. A solublili-
zar¥o de proteins de salia, utilizands diversas BEnzimls, DArsecsE ser
inferior & caseina. Adler-Nissen {(19835), comparou o indice de solu-
hilidade de hidrolisados de caseina de mesmo grau de hidedlise, ob-
rigms  com aloalase, tripsins e osumizimas, encontrando valnras 20%
mEiores para & caseina. An contrario, o W soldvel em TCH, em rela-
g¥o ac M presente na fragao asobrenadante apbs precipitacio no ponto
ieomlétrica, foi superior para o IFS, parsa todas &S condighes uti~
livadas (ibid.). Euperimentos de digestibilidade In vitro, também
tem denonstrado s menor susceptibilidade da proteins de sola & i~
drolise enzimatica (Akeson & Stahmann, 19643 Hsu et alii, 19773
Bodwell et alii, 19807.

Outros trabalhos indicam maior solubilizsaqio da pro-
teina de soia. Eim et alfii (1990 ,por exsmplo, obteveram sniubili-
cncks de IFS com tripsina, guimotripsina e alcalase supsrior a HOL.
feve-ae considerar gue as metodologias utilizadas pelos  diversos
autores foram diferentes,. dificultando a comparagdo.

A utilizaclo de trés diferentes tipos de isolado pa-
rx a2 producio do hidrolisado mostrou gue, sty as mesmas condigles,
foram pbtidos produbtos com caracteristicas ligeiramente diferentes.

0 produto Proteimar 20-HE foi o gue apresentou menor GH. Estas di-
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ferengas poadeam ser oreditadaz aps tratamentos feitos durante a pro-
dugXo do isclado proféicn, que poderiam facilitar o atague das en-
rimag devido & desnatwragdo. A prezenga do inibidores de itripsina
foi  maior no isolsdeo Frateimax FO-HE do gue no isclade Proteimas
Ho~HE  {Tabesls 71, sugerinde gus o grau de hidrolise alcangado ndo
teve influgncisz deste fator anti-nutricionsl. Esites resultados le-
varam & sscolha do isglado Sanprosoy P0-NB para a8 produgso do hi-

drelisado e posterior carscterizagio bioguimices & nuiricional.

5.7 Caracteriragado Bicguimica do IFE & dos hidrolisados HI {baixc

PM} & Fpt (alto FPM)

Em fungic do processo de hidrdlise, gue envolvew ndo
zpenas & protedliss, mas também uma staps de fracionamento, oS hi-
drolisados obtidos apressntaram caracteristicas diferentes da mate-
ria-prima uwitilizada, o IFS. Além das modificaglbes de peso molecu-
lar, o8 hidrolisados obtidos apresentaram diferengas na composigio
em  aminoacidos, na presengas de fatores anti-nultricionails & eletra-
Titos.

B conteudo de initbidores de tripsins ebservado para
2 tipos de IPS utilizados, Proteimax 90-HE e Froteimaw S0-HeE, Toi
pastante elevado, eguivalendo & atividade antitripiica de farinha
de eois crus, entre 15,9 & Z07.5 UTI/mg de proteins, detersinada
sm  Ccinco variedades brasileiras de soja (Frado et aiii, 1980). £
sapsrado e tolerado uma certa guantidade de IT em produtos  comer-—
ciaiz de soie gue depende do tratamento térmico efetuado no produto

(Rackis et alii, 197%: Liener, 197%). Em produtos destinades  aoc



consums  humano, O inibidor deve ser praticamente inativo, contendos
gntre 5 g I3% da atividads ant—tripticé da goje gros {Liesner, 1981;
1984y, Muitas wvezrss, no entanio, ndo h& uma etapa de tratamento
rermice om alpuns tipos de lsplados e concentrados proteicos de
forme & rpiter an addimg ax propriedades funcionais das proteinas.
Nestes casos, ot 17 podem ser parcislmentes removidos com o soro ob-
tido na produglo dm.iamiaﬁm, o ainda considera-—se gue sardo inati-
vados pele aguecimsnto dos produtos sos guaise Tor iIncorporado
(Snvder & Kwon, 1987). Para o Sanprosaoy 20-NE a atividade encontra-
da, 72,17 UTI/mg de proteina, fol bastante inferior aos outros iso-
1ados, estando de acordo com a redug¥o esperada em relagio & mate—
rismarima

Quante aos hidrolizados obitideos a partir destes iso-
lados, a diminuiglo da stividade antitriptica foi resuil tado, possi-
velmente, da formagio do complexo entre inibidor de tripsina & &
tripsina presente na pancreatina. U baixo contelds de  inibidores
de  tripsina no isolado Sanprosoy P0-NR assim como no hidrolisado
resultante FToram decisivos ne sscolha desta matéria primsa para os
snzains biolbégicos e de caracterizagio.

Desta forma, o fitsto, outro fator anti-nuatricional
presente na soja, fol determinado apenas no Sanprosoy FO-ME 2 ssus
Ridrolisados. O teor de fitato presente =m concentrados e isolados
depende basicamente do processo de ohternsdo, podends co-precipitar
com a proteina, dependendo do pH e conventraglio de cations (de Rham
£ Jost, 1979 Prattley et alii, 19BZ). Isclados proteicos de  =soja
contén entre 1,5 & 2% de fitato (Brooks & Morr, 1984). Ssterles &

abdul—~Kadgir (1983 encontraram para o IFE {(Promine D-Cental Sova,
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Fort Wayne,IN) 11,4 mg de fitato/g de proteins, semelhante ac  ob-
servadn pare o Sanprosoy F0-MB gue foi 18,14 mg de fitatolg de pro-
fminz. No higrolisado H1 foi encontado 2,6 vezes mails fitato que no
IFS. O pH, prowimo do nguiro, utiliszado no processo de obtengao do
Midrolisado fez com gue o complexa fitato-proteina perGanelesss &0~
Itwvel, aumsntando  sua concentragdo nesisx fragioc & diminuindo de
forma  acentuads na frag¥o insoldavel {(Pptl. Adler-Nissen {1983) ob-
teve um hidrolisado de proteina de soja praticemente isento de fi-
tate wutilizando precipitagioc &clida para separsr & fragdo de bDaixo
pEsc molacular.

0 alto conteftdo de sais, apezar de n3o ser um fator
amti-nutricional , deprime o crescimento de snimais. Steinke (19773,
relatou 2 diminuiglio de 15% do FER da caselins guando adicionado &
mmel  de w=odip por grama de proteina g ode TEYL com adicio da mesmna
puartidade de malato de sbdio. FPortanto. o processo de hidrolise
ez imatica com controle de pH e precipitagioc da fragin insolavel no
ponto  isoelétrico s¥do responsaveis pelo alio contetdo de mineralis
presentes  nos hidrolisados protéicos. Particularmente Ma e Cl pro-
venisntes oo NaOd 2 HEOL utilizados para o ajuste de pH nas reagoes
erTimaticas @ separag3o das proteinaz no ponto igpelétrico contri-
buem pars & alta concentragBes de minerais. Adler—-hNissen (1%85) ra-
portou  a presengs de 100 mg de zhdiodg de proteina em hidrolisados
de proteina de sojia ohtido por agl3c da alcalase com controle de pH.
Fete teor de minerais, segunds o mesmg subtor, ndo causa guslguer
efeito deletéric nbs Grgeaos, rim e Tigado, ou na concentragEan  de
hemoglobine e proteins sérica dos animais. Chervan & Deeslie (1283}

também observaram alto conteddo de minerals presentes em hidroli-
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sdns  obtidps com controle de pH, utilizando wltrafiltragHe para a
spparacic da proieina n3o hidrolisada. O procedimento de hidralise
utilizado 6o presente trabalho para & obtengio de hidrolisado pro-
tkirn permitic minimizar & presenga de sleiréglitos pela n¥Eo whili-
ragkn do controle de pH {pH stat) durante a hidrolise e também na
ptaps dp separag¥o, pela utilizagin apenas de tratamento Leérmico
para & coagulagEo da protzina naEo hidrolisada.

1 teor de minerais encontrado no hidrolisado HI fol
superigra ac da matéria-prima @ similar ao obtido por Frrelitas
(1991} para hidrolisado pancreatico de caseina. En relagin an so-
dia, obiegve-s& para 4 hidrolisado HI, 10,67 ®g/g de proteina, suito
inferior as 100mg /g de proteina citado por Adler—-Nissen (19853, Em
um produtc formulado contendo hidrolisado pancreatico de lactoalbu-
mina como Gnica fonte protéica (Fepti Diet—-Suppart Frodutos Nutei-
cionais) o conteddo reportado de Na e de K foi de Zimgfg de protel-
na & 20mg/g de proteina respectivamnentse. Ezses valores sHOo superio-
ros  ans sncontrados no hidrolisado HI, uma ver gque o conteldo de K
foi de 9.5 mg /g de protelns. Segundo o Nutritional Research Coun-~
&3l (1980 & ingestlo segura de selptrdlitos para adultos saudavels
& de 1100-FI00mgldia de sé6dio, 1875-364E0 mgsoia de potassio e
17GO-%100  mgfdia de cloreto. A obiengo de hadrolisados oom baido
contetdo o Sais permite seu aprovelitamento emn tipos diferentes de
formulaghes, em especial aguelas para pacientes com restrigio & in-
pestic de Na & K, bem comod rontribui para & diminuigio da osmolari-
dade do proguio.

& composiclo em aminocacidos do IFS (Banprosoy SFO-ME.

Tahela 5 ests de asordo com o reportado na literatura {Adler-—Mis—
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gen, 198%). A compesig¥o de isolados e concentrades protdicos  de
soia, no entante, varia com o tipo de processamento utilizado psra
& obtengde do produto (Finot, 1983). As diferencas do pertfil  ami-
noacidico encontradas entre o IFS & os hidrolisados HI & PFpt foram
resultantes principalmente da atuagio e sosperificidade das enzimas
pancraalticas.

& pancreatina & formada por uma s&vie de  enzimas,
sendo as protecliticas de IniEresse as endopeptidases guinoliripsins
@ tripsina, & &5 exopeptidases carboxipeptidase~8 & carbowipeptida~
se-R, & guimoctripsina apresentam alls gsspecifidade parsa a hidrolise
de ligagBes peptidicas onde participam amincéacidos aromaticos e &
tripeina onde hé & participagiic de aminoacidos hasicos. A& carboao-
peptidase~f cliva as ligagDes onde o aminocacido C-fterminal & arocma—
tierom ou ramificado e a carboxipeptidase-B . oride o C-terminal @ um
amincacide basico (Ambler, 19473 White et alifi, 1978).

0 hmidrolisado Fpt, compostoe pela proteina apenas
parcialmente hidrolisada, apresentouw composic¥o bastante semng lhants
an  IFS. Ja o hidrolisado HI, obtido pela lipfilizacgio da prﬁteina
solubilizads pelsa agdo enzimatica, apresentou diferengas em relagio
an IFS & Ppt, principalmente por apresentar menar concentragia de
amino&acidos  essenciais (ARE) (Tabela 5). A conposigiio aminpacidica
das fraghes obtidas por cromatografia de exclusio (Tabela B} mos-
trosd  que os aninodcidos aroma&ticos e ramificados estavam presentes
de  forma  mais representativa nas fraglies compostas e  peguenos
apptidips & aminpacidos livres {(fraches 3, 4 & b, Tabela B) enquan—
re os amino&cidos basicos sstavam en maiocr quantidade nas fraghes 1

e 2, sluigkn provima & exclusao molecular, ao redor de 3000 dal-



Yo . Aminogcidos  aromaticos e ramificados representaram 273N dos
amincAcidos totais do IPS, sendo gues destes 246% se encontravam na
forma  livre no hidrolissdo HI. Aninpécidos basices, lisinag € argi-
nina, representaram 12,3% do total, 174 dos guals se encontravam s
forma  livre. O perfil de 6AL do hidrolisado HI, estéd gqualitativa-
mente de acordo com a especificidade das sxopepltidases.

fzta maior contribuiglo relativa de aminoacidos aro-
maticoe ® 2 ramificados n6s composiglo dos AAL parecs  indicar  ama
maior stividade da carbosipeptidase 6. dNo entanto, & atividade des—
ta snzima depende da atividade de uma endopeptidases, & guimcitripsi-
na, para gue baja formagdo de peptlidios gue tenham no C—terminal os
aminoaridos de sua especificidade. A peguena contribuicgdo da lising
e da argininz na forma livre em relagdo ao seud contsiide tetal, su-
geriram baixa atividade da carboxipeptidase B ouw ainda bhaiwa ativi~
dade da tripsina gue contribuliria para & formagio de pepilidios com
lizina ow arginina em sua parte C-terminal. Esta suposigdo & ainda
reforgada pela psguena presenga de amincacidos aromdticos nas fra—-
ghes de maior peso moleculiar, indiraridn baixa proporgdo de possi-
vels ligagfes n¥o clivadas pela guinolripsina e 2 premenga hastante
significativa de aminoicidos basicos nestas mesaas fraghes indican—
do & baixa participagdoc da tripsina.

Kim et alii (1990}, an contrario do gue foi obser-
vads neste trabalhc, obtiveram maior degradaglo protecliitica de um
iznlado protéice de sojis comercial, medida por graug de  hidraligs
(6HY ou por solubilizsedo da proteina com tripsina do gus Com gui-
motripsing, sendo gque ambas as BnzZinss apresentaram maior atividade

sohbre & fragio 78. Hidrolisados de proteinas de origem animal, ob-
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tidos pola ag¥a da pancreatine, também mosiraram @aior atividade da
tripsina. Residuo de carne hidrolisado com pancreatina (Lamounier,
1784} apresentou 43Y dos aminpacidos bsicos ns forma liwre (11,3%
de lisina e 31,67 de arginina), seguido pela leucina, 17.94 & pelos
amiroécidos arocm&ticos, fenilalanina 7% e tirosina BU. Lalasides et
alii (1978 obhsgrvaram maior liberagiio dos aminoacidos bisicos l1i-
mima € arginina na hidrolise de concentrado de psiue com pancrsati-
na OO QuR o pars 0F amingdcidos aromdéticos e ramificados. Resulta-
dos semolhante foram cohiidos para hidrdolise de caseinzg Com pancra-
tina, onde & lisine & & argining &8 encontravam em grandgs  paete,
arima de 50%, rna forms de aminoadcidos livres (Freitas, 1%91).

Exta Daixa participag®o da fripsing ne hidrdlise
do IPS tem como causa poesivel 2 etividade dos IT presentes no iso-
ladsn wuitilizado para a produgdo de hidrolisado,. Sanprosoy YO-NE {Ta-
hela 73. Fuperimentos In vitre com gsits inibidor tem demonsirado
uma resplo ssteguiometrica instanténes £ irreverszivel entre & enzi-
ma © o inibidor. formando un composto estavel gue ndo se  dissocla

vt em  condiches fortemente dcides. J&, o acido fitico parsce
m30n afetar 2 atividade snzimdtice da pancreatins {Inageawa et alfil,
19875 .

& inativag¥o dos fatoresz antinutricionais, particu-
larmente dos 1T, deve contribuly para & melhor utilizacdo das gnzi-
mas existentes nae pancreatina ' também parsa & cbiengie de hidroli-
sados com melhor rendimento em peptidics de balxo peso melscular.
Fete aspeoto & hastante importante pois,. para alimentagdo enteral,
o momters  de aminoacideos nas cadelas peptidicas sssuame um papel

significativo polis & capacidade & rapidez de shsorcio pela GESEa
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intestinal esili3c intimamente relaciconadas ao numero de residoeocs de
aminoscidos existentes nas cadeias pephtidicas, senda gque di & tri
peptidios sic mais rapidamente absorvidos gue Os teira e:paﬁta pep-—
tidims (Bilk et alii, 1985; Brimble ef alii, 1987).

Nio apenas =2 capacidade de absorglo dos  peptldios
pela mucosa intestinal oas também as proprisdades funcioneis e
hiderolisadns protéicos parecem ser governados 2m arande parte por
seu peso molecular {(Adler-Hissen, 1983). Jost & Monti (1982 ocbser-
varam correlaglo positiva entre a atividade surfactantes de proteli-
mas = o tamanho médic da cadeis peptidica. Lee et alii (19373, re-
portaram gue para un hidrolisado apresentar bos capacidade de emul-~
sificaglo,.os peptidics deveriam ter pelo menos 20 residuns de ami-
noaridos. Hidrolisados de proteina contendo peptidios com peso qo-
lecular sntre 1000 e 3CG00 daltons s¥o rapidaments absorvidos pels
pele = cabelo, tendo ampls wtilizagdo & ingdistria de cosmdticos
(dohnson, 19801).

A determinagio de peso molecular de protelnas  pode
smr fmits atravées de téonicas cono & cromatogafia de excluslo mole—
cular & a eletroforese em gel de SDS-poliscrilamida. No sntanto,
aparscen dificuldades guando estes métodos s¥o aplicados para pep-
tidios de baixo PM. A largura dos poros dos géis wsados na gletro—
forese & grande 8 muitos gelis usados em cromatogratia de ewclusdo
riio  apresentam caracteristicas apropriadas parsa separagin de mate-
rial de peguenn PM (Shiova et =2l77, 19823 . Interagles iSnicas e hi-
drofabicas erntre o soluto 8 gel wutilizado no empacotamento de colu-
nas ficam mais pronunciadas na separagdo de peptidicos e & relagiAn

iogaritmica sntre tamanho ou PM e posigao de eluigio acaba nAC MALS
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evistinde (Mvers et alii, 1974; Shioya et alii, 198Z). BEste efelto,
recultado das diferengas ne composigio aminocacidica, particularman-—
te em relagdo & residuos de aminoacidos aromaticos, pradominaria
sobre o comportamento normal de permeacio em gel gue € dependents
do tamanho dos peptidios (Myers et alii, 1974).

Manmo levando-se em conta estes problesas,. & so@pars—
g¥o em colunas de exclusio molecular tem sido wm instrumento ispor-
rante na caracterizagio de hidrolisados, ndo apenas direstamente na
determinacio do peso molscular, mas como um instrumento de separa-
gio da ampstra es fragBes com caracteristicas de sluligio semeglhan—
tes (Rothenbuhler ef alii, 1979). A técnica adotada neste trabalbo,
associsndo cromatografia em Sephadex 6-25% & andlise de grupos amino
1iveres @ totais nas frages obtidas, fol wvutilizada por diversos
pesquisadores para determinar o comprimento das cadsias peptidicas.
Chen et glii {1962) utilizou técmica semelhante pavra aaraﬂterizggaa
dos produtos da digest¥o prot@éica In vive,. FPosterigrments, Srimble
et zlii {1967) caracterizaram as cadeias peptldicas de hidrolisados
enciméticos com obistivo de estudar & cingtica de absorgdo dos pep-
tidioe pela mucess intestinal. Myers et alif (1974} e Lamouniar
11984y, Freitas (1994, 1991) utilizaram esta tEcnica na caraciteri-
zagko de hidrolisados utilizados na autrigdo clinica. Grimble et
alii (1987), consideraram esta téonica a msis confifvel guando
existe necessidads de exatid¥o rnae determinagio de peso molecular ou
comprimento  da cadeis peptidica e RdEo apanss no sstabelecimento de
wma faixa de peso molescular.

0 perfil de peso molecular obtido pela an&lise do

cromatograma mostrou algumas discrepdncias com aguels apantado pela
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analiss de cada frag¥o obitids por cromatogratia. & fragido 1, cor-
respondente ap pico de exclusdo molecular, era composta por cadelas
peptidicas com 18 residuos de aminoacidos em média (Tabela 127, qus
equivaleria, sproximadamsnie, A& 2000 daltons {considerando peso mé-
dio doe  aminoscidez como 110 daltons), hastante abainwo das G000
daltons esperado pars esta frag¥o gus corresponde ao peso de axclu-
s3n da coluna. Resultados semelhantes foram obtidos por Jost &
Menti  (1977) e Lamounier {(1984) sendo gue o Giltimo ohservou pepti-
diocs com 17 residuos de amingacidos em fragio eguivalents. Segundo
&dlérwwisgen {1985} 2 cromatografia sa gel usando eluentes cong B0~
lugles de acida acetico e tampio fosfato, ndo exclue a possibilida-
de de haver interagies entre oS peptidios, aumentando sew pesc mo—
terular aparente. Uutra grplicaciko possivel & a evisténcia de psEp—
tidios wunidos por ligagda dimsulfete., haverwlo a determinagdo de 2
grupos alfa-aming para um Gnico peptidio (Myers et alii, 1974; Lyn-
ek et alii. 19773, Lynch et afii (1977} observaram que na hidrolise
de glicininae com tripsina, gquands era feito tratamento alocaling
prévio para quebra das ligaghes dissulfeto, 2 formaglo de pepltidios
com pesc malecular sntre Ba00 & FOOO daltons diminuia, havendo mior
formacdo o8 peptidiocs com FHM abaixoc de 5000 daltons. Na fragio 2.
de PM entre 1500 & 5000 daltons, de acordo com o perfil cromatogra-
fico, fol obtido compriments médio de 12 residuns, ogue eauivaleria
5 cerca B 1300 daltons. A diferenga do comprimento da cadela ob-
servada entre as fragies £ e 3, com 17 & 5 residups de aminoicidos
respectivamente, foi também observada por Lamouniesr (1984} assim

comn & adsorcio dos smincacidos sromaticos.
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Outras discordancias foram observadazs entre as di-
versas formas de estimativas de peso molecular de  hidrolisados
utiliradas no presente trabalhe. 0 indice de solubilidade do nitro-
péric sm TOA 10% pars o hRidrolisado HI Tol cerce de 78% (Tabelsa 3).
Segundo  Breenberg & Shipe (1979}, o peso molecular médic da fraczo
snliovel em TCA 10% de wr hidrolisado péptice de ovelbumina era de
TI0 a IBG daltons. o gue corresponderia & peptidics contendo 3 ou 4
residuns de aminoé&cidos. De acordo com a capacidade de precipitacdo
do TCA reportada por agueles autores, @sperava-se que  apenas 28%
do hidrolisado HI tivesse pesc molecular acima de 380 daltons. Pelo
resultadn da analiss de comprimento médio da cadedis peptidica nas
fragies, no sntanto, cerca de BOL dos peptidios estariam nesta fai-
wa  de peso molecular. Posszivaelmente a hidr&lise com pepsina diili-
zada por Greenberg & Ships (1979) ndo produziv peptidios com diver—
sidade de peso solecular, como ol observado no praesente trabslho.

& estimative do comprimento médioc (CMFY, realizada
nos  experimentos conduzidos para obteng¥oe do hidrolisado {(100/6H,
Gdler-MNissesn, 1985 fol de 4 & 9 residuns de aminoacidos na cadeia
peptidica para o hidrolisado HI (Tabela 4). Caloulando-—se a média
ponderal do comprimento medico das cadelas peptidicas ohiido em cada
fragion, no entanto, obiteve-se 79 reslducs de aminnacidos, sendo tam-
Les constitulido por 13% de aminoacidos livres. BEsta discordincia de
rezultados deve-se ag fato de aprowimadaments 30% dos gupos amino
determinados serem provenisntes de aminpbdcidos livres {Tabela 5.
Levando-se &n conta & contribuicio dos amincacideos livres, obtem-se
como média do tamanho das cadeias peptidices 9 residucs de aminDa-

cidos, convalidando os resultados obtidos pels analise das Traghes.
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Ests comparaglio sugere gque o método  proposto  por  RAdler-Miszen
(1985} para detersinacgio do comprimento médio das cadelas peptidi-
cas 030 se aplica gquando BRZIiMas COM0 & pronase Ou & pancreating,
pue poszuen sndo g exo peptidases, sHEO utilizadas para a hidrélise
de proteinas.

Os AL foram eluidos em sua quase toitalidsde na fra-
gin 4, snguanto os aromaticos, fenilalaninag de tirosina preferen—
cialmente na fraglo 5 g o triptofano na fragio 7, svidenciando fs
namens  de adsorgac. Segundo Freitas (1991), & possibilidade de = °
paragio dos amincécidos arpomaticos dos demsis & um importante alis

do na preparagio de hidrolisados com baixo teoar de arom&ticos des-~

tinados & portadores de fenllcetondria,

2.3, Avaliacko Mutricional

Tendo em vista & finalidade suwclusivamente nutricio-
nal oo hidrolisado elsborado nesie trabalho, o© patudo de seu desem—
penho no crescimento e recuperacio de animais era de extrema impor-
ranria. Sabe-se gue a composiglo em aminoacldos de uma proteina hem
roma sus biodisponibilidade s¥o fatores determinantes de sua guali-
dade nutricional {(Young =%t alii, 1981%. A hiodisponibilidade &
principal, mas N30 inteiramente, fungic da digestibilidade, figando
en  segunde lugar © padric de proporcionalidade dos aminocécidos
(Kies, 1981). Dutro aspecto relevante, particularmente en relagiio a
gualidade de proteinas de origem vegetal € & prasenga de  fatores
antimutricionais (Lierner, 1981). A forma molecular da proteina (in-

tegral, peptidics ou amino&cidos livres) & também wm importanis pa-



rametro gue tem reflexo na qualidade das proteinas (Kies, 19817,

0 Epsaic Biolégico 1, realizado com animais em cres-
cimerto  durante 28 dias, de acardo com a metodologia cléssica para
determinagiio do PER {(ADAC, 19751, serviu principalmentes, para ava—
lisg¥do geral e conheoimento das mudancas no valor nutricional devi-
do ag processo de hidrblise.

Az distas & base de proteina de soia {IPS & hidroli-
sados) obtiveram PER comparévels aos valoeres reportados na litera-
tura para isclado protéico de s038. entre 1,7 e 2,2 (Bodwell & Ma-
raple, 1981: Marchini et alii, 1985; Sarwar et alfll, 198%9) . Mo en—
tanto, como a hidrélise levou & diferencas no perfil aminoacidico,
nos fatores antinutricionais e no teor de eletrdalitos, era ssperado
gue também surgissem diferencas entre a qualidade destas proteinas.
1 hidrolisado HI apresentou o menoy FER B a menor relagdo BAE/AAT &
os  aminodcidos sulfurados e & valinea abaivo do padrio da NRO
{1920y, 0O bidrolisado HNE 8 © IFS, com CoOmPposifdn em amincacidos
semelhantes, &lcangaram valorves de PER similares. A hidrolise sn-
simativa das proteinas parece nHo ronbribuir para o aumento do PER,
gmbora alguns autores {(Marchini et alii, 1980; Ruiz, 19851, relatem
aumento substancial do FER da protefina de soja devido a4 hidrilise.

alem dos efeitos inibitodrios socbre as enzimas biolo-
gicas, 085 inibidores de tripsina sio conhecidos por atuarem 1o sis-
tema fTisiolégico de animais de 1aboratério. A atividade anti-trip-
tica apressentada pelo Sanprosoy SN-NE o seus hidrolisades, wtiliza-
dos  nos ensaios biologicos, nEo provooaram problemas nutricionals.
NSo foram ohservadas alteracles no pENCreas, &0 nivel macroscoploc

{Ensaic Biolégico I} oy ainda 20 rivel microscopico {(Ensaio Biold-



gico II). Este resultado esth de acordo com Rackis ef alri (19753
gus observaram gue a hipertreofia do péncreas ndo peorris guanda ra-
tos eram alimentados com farinha de soja gue havis perdideo 547 da
atividade dos IT, eguivalente ac valor de 51 UTI/mg de proteins e o
FER  maximo ocorria com a destruigdo de BOY da atividade dos imibi-
gdores de tripsines, corvespondente s 22 UTI/mg de proteina. Churells
et alii {(197&), demonstraram que o tratamerito envolvido no proces—
zanrento & esterilizagie de formulados infantis  contendo  isolado
proteice de soja, redusniuc a atividade do IT & 10% da atividade ini-
cisl e gue a atividade residual n3o produziu hipertrofia do p&n-
creas de ratos ou redoc¥o de peso do oanimal.,

For outreo lado, a gualidade da proteina de snja pa-
rece nde ser afetada pelo teor de fitato pois o mesmo produto  com
teores difersntes, il.4 e 2,1 mg de fitatos/g de proteina, nlo apre-
sentaram diferengss em ensaios bilogicos de digestibilidade, PER e
VB (Saterlee & Abdul~Kadir, 198%). Outros trabalhos, no sntanto,in-
dicam uma peguena diminuigido da digestibilidade in vive de protei-
AR {ﬁbdul—ﬁadir, 1980, apud Ritter et alii, I¥87; Serranio et
alii, 1983})}. Contudn o fitato parece n3o interferir na ac¥o de en—
zimas protesliticas como a pancreatina e alcalase (Inagawas et alii,
1787} . No presente trabalho, ndo se verificou alteragio da digesti-
bilidade {(Enzaic Biclégico I) do hidrolisado HI, com alto teor de
fitata, am relackn as putras proteinas.

A alta digestibilidade encontrada para as distas
CAS e IFE ests de acordo com os valores encontrados na literatura
{Sateriesz & Abdul-¥adir, 1%83). Nio houve diferengas entre a diges—

tibilidade de proteinas integrais e hidrolisadas. Lalasides et alij
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{1978} » Yamamoto e? &lii (19H3), também haviam observado gus a hi-
drélise prévie das proteinas de soja n¥o afeatva de forma signifi—
cative sua digestibilidade. & presenga dos fatores anti-nutricio-
nais tambesn ndo influiu neste indice de qualidade. Os IT podemn cau-
sar & diminuic¥o da digestibilidade pela maior perda de N feral
(Lisner, 1981} & o fitato também tem sido agscciado & menor diges—
tibilidade de proteinas {(Anderson. 1985).

O resultados do Balango Nitrogenado (BN}, WValor
Biolbgico sparente (VBa) e Utilizagl¥o Liquida de Froteins {NFLH
mostraram que & utilizag¥o do hidrolisado HI, embora com valores
infericres ap das outras proteinas utilizadas no exparimento, foi
semelhante ac  observado para hidrolisados de proteina de melhor
gqualidade. Lalasides £1 alii (1978) obtiveram pars hidrolisado pan—-
crestics de proteina de pescadn, BOY para VB & 76% para MPU., Oz in-
dices obtidos foram ligeirsmente inferiores ao observado para hi-
drolisado pancredtico de caseina complementado com amincacidos 1i-
vres, BZY4 para VB e 79% para o NPU , na diets completa para alimen~
taglo enteral (Flexical-Mead Jmhngunj (ibid}. Farg o IFS & caseina,
ns valores encontrados estdo de acordo com o reportado na literatu—
ra {Hodwel & Marable, 1981).

0 consumo  de hidrolisados enzimdticos, de oarigens
diversas, ndo causam gqualsquer modificagbes adversas nas condd oles
fisicas dos animais., Ballester et alil 119771, alimentou ratos com
hidralisade de peixe gbtido pela ag¥o da bromelina ao nivel de 1,
23 e 0% da diets durante 49 semanaszs. Us autores nEo obhservaram
gualguer alteragdo histoldgica ou morfolégica nos Orgdos eraminados

o ainda na reproducio & lactaglc destes animais. Em experimentos



de curias duraglo {(lalasides ef alijf 19783 Ruiz, 1983; Adler-Nissen,
176381, tamb&m nlo foi constatada gqualguer altersgio, estando de
acordo com o ohservads no presente trabalho, onde n3o fol constata—
da alteragles ao nivel macroscépico nos argiios dos animais alimen-
tados  por 28 dias com dietas contendeo hidrolisado pantredtico de
proteina de soia (Ensaio Biolégico I).

A eficécia de fontes protéicas em suporte nutricio-
nal n¥o pode ser avaliada apenas em animais ou humanos sasuddveis. 0
suressn  clinico deve ser julgado com base na repleglo da massa ce—
luiér medida como aumsnto das protelinas viscerais, balango mnitroge-
nado e medidas antropométricas (Meguid ed alii, 1984). Ratos CjLig
tenham passado  por deplecdo protéica ou jsjum prolongads (2 & 0 7
diasl, tem sido um modelo bastante utilizado para avaliagdo = ou
comparagdo da gualidade nutricional de forntes protéicas em diferen-
tes formas scleculares: proteinas integrais, proteinas hidrmliﬁaéaﬁ
{(forma peptidical e aminoécidos livres (ltoh et alid, 19743 Yamamo-
o et alii, 178053 Poullain et alii, 198%9). Desnutriglio e jsium in-
duzen a sodificacles metabbdlicas, reduglo da massa muscular, do te-
wido adipose, diminuig¥o da capacidade imunolégica & das fung®es do
trate digestive (Montgomsry, 19623 Altmann, 1972: Gorostiza et
alii, 19B85). Alteraghbes do intestinog. notadamente dos ratos, tem
sido alvo de induneros sstudos gue relatam atrofia da sucesa com o di—~
minuigio da altura daz criptas & das vilosidades, consegu@ncia da
redugio  da velocidade de renovagdo das cé&lulass das criptas {(Alt-
mann, 19723 Gorostizs et alii, 1985). Diminuiglo da capacidade de
mecregio  (Altmann, 1972}, da digest¥o (Kotler et alii, 1982) & da

absorgzo {Lis & Matthews, 1972) slo também resultantes do processo



de. desnutriglio,. Dests forma, oz estudos s3o feitos sob deticit pro-
teico, condigl3o frequentemente observada em pacientes convalemcen-
tes de doengas, acidentes, no pericdo pds operatbério, ou mesmo com
problemas metabtlicos, de digestio e ahsorgdo (Young et alirf, 1975;
Mequid et alii, 198331,

A depleglo protéica foil wtilizadsa, entdo, como e
tratégia para avaliacgl3o nutricional dos hidrolisados pancreaticos
de  proteins de soia produridos neste trabalho. & deplegio protéica
ros Ensaios Bioldgicos I1 e 111 provocow = perda de 224 do  peso
corparal inicial, compar&vel ao relatado na literatura para animais
adultos apbs 20 dias sob as mesmas condicBes {Itoh et alff, 1974).
A desnutrig®o também provocouw a diminuicl3o de 24% na altura das wi-
losidades do  illeo (Enssioc Biolégico 11}, resoliado da atrofia da
mucosa  intestinal (Brown et alii, 1%63). Este resultado parece in-
dicar uma depleglo protéica bastante grave pois a diminuig3o da al-—
tura  daz  vilosidades, esmbora bastante rapida no dupdeno, & lenta
nas  regibes distais {(Altmann, 1972). Gorostiza et alii (198%) she
sgrvaram, apos lejum de I dias,. reduglo de 3I0% na altursa éag vilo—-
sidatdes do jejuno e nenhuma alteraclo do {lec. &1tmann (1972} rels—
T QQE apts 7 diss de jeijum bhouve perdas entre 21 8 357 da altura
das wvilosidades do ilso e 40% do duodenn. Estudos mostram guUE &
hipofung¥c e atrofia morfolégica do intestino delgado e pRNCreas
comegan & se reverter entre 48 & 72 horas apts a realimentagio  do
animal em jeium prolongado (Adibi & Allen, 1970 Altmann, 1977 Go-
rostiza et afri, 1989%5).

Fossivelmente, como consegquincia  das alteragbes

morfologicas e funcionais ocasionadas pelo deficit proté#ico, as
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curvas  de orescimento dos animals em recuperacio (Ensaios Bigldagi-
coz Il e Il) foram diferentes da curva obtida para ratos normais
({Ensaio Fiolégico @), onde o crescimento, desde o inicic do Enpetri-
mente, fol diferenciasdo esm fungdio da diesta. No Ensaio Bioldgico 17,
a dieta HI, gus no chmputo geral foli & de menor desempenho, recups-
rou o animals de Torma semelhants s outras até pelo smencs o 28
dia de reple¢o (Figura 11), guando possivelmente se deu o inicio
da reversio da atrofia e recuperagio ds mucosa intestinal propi-
ciando & utilizadan da proteina de forma semsihante ao chservado no
Ensaio BilGgico I. No Ensaio Biologico 11D, onde as diferengas nos
teores de aminodcidos essenciais entre as dietas foram minimiradas,
a recuperagic ponderal fol superior até o 4% dia para oz animais
alimentados com a dista Hi+5. Em relagio a dieta C45+Met, somente
& partiv do 72 dia de replec®c os resuliados se igualaram ag HI4S.
0 coeficisnte de wvtilizaclo protéica caloulado para os cinco pri-
meiros dias de recuperagde {item 4.3.3.1 4,48 para & dieta HI+E & o
34& pars a dieta UAB+Mel, comprovaram a supericridade da primeirs
na  recuparagdo dos animals desnutridos ja gue propiciou ganhs pon-
deral mais réapido. fato de grande importédncia para o suceszoclinico
i um foraulado.

A recupsragioc mais rapida de pesc dos  animais
alimentados com  dieta HI+E estd de acordo com o reportado  pore
Foullain et alii (198%9). Estez avtores observaram malor ganho de
peso em ratos alimentados com pepltidics (hidrolisado de larctoalbu-
minal do gue com dietas contendo proteina integral apds jejum de 737
horas. Yamamoto et alil (1985}, no entanto, ndo abservaram diferen—

Lo na recuperacdc de ratos com deficigncia protéica alimsnizados com
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dieta protéica, peptidics 2 amincacidica des composieBo equivalents.
Fara animais gue sofrerem cirurgias de modo a diminuic sua Capaci-
dade de absorglc, por ressecglc intestinal extensa (lamounier,
19843 Yamamolto et alii, 1985) ou de digestdo por insuficifncia CEr
creatice {Imondi & Btradley., 19741, a recuperagdoc com dietas  con-
tendo  hidrolisados de proteina de soia foi superior & dietas con-
tando proteinas integrais ou amincicidos livres. Humanos com doon-
g2 de Chron 2 mé absorcio alﬁaﬁgaram melhor balango nitrogenado com
dista peptidics (Criticare—HM, Mead Johnson Mutritional Divisiond
do que com dietas contendo aminciécidos ou proteins integral {Smith
#f glifi, 19B2). Em trabalho recente, Ovesen & Allingstrup (1992
relataram  gque uma dista comercial contendo hidrolisado parcial de
proteins  de soja (Top Up~Novo-Nordisk) sostrou maicr eficdcis M2
suplementagdc nutricional de longo prazo em pacientes Ccom  canoer
com  acentuadae perda de peso que outra dista, com igual COMPoOSLERG
contendos proteina de leite intacta (Salvimulsin-MOT-Evcopharm)

Em  humanos sauddveis os trabalhos realizsdos  tem
apresentads resultados contraditorios. Moriarty et alfi (19835) n&oc
observaran diferengas no balango nitrogenado & no ganho de nEsSo
utilizando proteina nas suas diversas formas moleculares enguanto
Fatel et alii (1973) & Bilk et alii (1979 ohtiveram melhores e
sultados de recuperac¥o com proteina integral seguido por peptidins
& aminoacidos.

A8 vantagens da wtilizsgldo de hidrolisados protéicos
na nutrigdo clinice tem sido sstreitamente relaciconadas ao ramanho

.

doz  peptidios. & velocidade de absorglno de nitrogénio & significa—

-

tivamente maior guando sdo ministrados peptidios com 2 ou 2 res{-
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duns de amincikcidos e mais lenta com peptidiocs com 4 ou S reciduns,
mais ainda com vantagens cingticas em relaglo & mistura aguivalente
de aminoacidos (Bilk et alif, 1975; Adibi, 1985%; Kechans gt alii,
1985} . begundo Grimble st alifi (1987), & administragio de hidroli-
sados contendo peptidios com mais de 10 residuos de aminpacidos nEo
traria beneflcios para & nutrigdo de individuos com baixa capacida~
gde de absorgdo 2 hidrdlise luminal. deohane s+ aliyf (1983, no en—
tanto, cbhzmervaram gue havia vantagesm cingética na absorglo, em rela—
gdo & wmistura eguivalente de anmincécidos, de um hidrolisadeo  pan-
creatico de protelins de carne/soiaslactoalbumina contendo 15 a 20%
de peptidios com peso molecular entre 300 e 2000 gdaltons & 407 de
peptidios com FM superior & 2000 daltons. Embora diversos estudos
indiguen gue di & tri peptidicos s¥0 absorvidos intactos pela mucosa
do  intestino delgado (Matthews, 19753 Silk et alii, 1983) evidén—
cias  Bugeresm gue as peptideses presshtes na bordedurza o esoova da
mucnsa  intestinal tem um papel importarte na assimilaclo de pepbi-
divs maiores {(Silw et alii, 1981). Soh a 6tica do gue fol exposto,
espera-se  que o hideolisado HI, constitulido por 24% de peptidios
com média de 18 residucs de aminodcidos , 26% com 12 residuns, I0%
con O oresiduns e 134 de amindcidos livries, apresents vantagens oi-
neticas de absorgdn comparavels ao hidrolisado pancre&stico de car-
ne/sajal/lactoalbuning vtillizado por Keohane et aliZ (198%), descri-
to antericormesnte, id gue apresentou perfil de peso molecular some—
ibante. Freitas (1971}, obteve hidrolisado pancresticics de caseina
com  1L4% de aminpacidos livres 38BY % de peptidios com 2-9%  residucs

oy

de aminocacidos = 48% de peptidicos com 10-23 residuns de aminoscidos

cuisz avaliagho nutriciornsl mostrou resultados SUperiorss a cassina



intacta e misturs de aminpacidos esm ratos enterectomirados. O per-
til de peso molecular de tidrolisados de caseina existente sgm for-—
mulados comercials mostram 12% de amincécidos livres 83% de pepti-~
dios com 2-% residuos de aminoécidos e 28B% com LO~-40 residuns = 5%
com  mais de 40 residucs de amincéroidos {(Feptamen) ou ainda &0% de
aminoicidos livres, 35% de peptidios com ﬁ&nmg de 4 residucs de
aminoacidos & %% com mais de 5 residups {kKnights, 1985,

“ Outros fatbres além do tamanho dos peEptidins parscem

estar envolvidos na otilizaclo de nitrogé@nio na forma peptidica. No
infoio da recuperagdn apos deplaglo protéica severa, gquando & capa-
cidade de hidrdlise luminal e absoritiva ainda deves estar comprome-
tidas, animais desnuiridos ou en jeiwm prolongado parecesm quardar
capacidade suficients de digestlo e absorgfo. Mesmo neste periodo
inicial, & digestibilidade parece n¥o ser afetads {(Corostiza st
allii, 198B%; Poullain %t alii. 1989 e a gxcrecXo de nitrog®nio fe-
cal & a mesma independents da forms molecular da dieta (Fpllain et
aflii, 178%9). Talis fatos sugeriram gue a recuperacEn mais  rapida
desses  animals com diestas peptidices deveria ter autros  motivos
a#lém  da vantagem cindtica de absorg3o proporcionado pela  pressnga
de pequencs peptidios (8ilk et alir, 1975¢ Matthews & Adibi, 1976:
Meguid et alii, 1984: Eeohans ef alii, 19B3). A sintese protédica &
modificada por diferentes padrBes de aminpicidos ssoenciais 2 n3o
gssencials em ciroculac¥o, gue resultam das diferencas de velocidade
e absorgdn dos amincécidos na pucosa inﬁeatinal {Smith e¥ alii,
1992y, A recuperacio seria entdo, funclo da utiliraglo & n¥o apenas
da  maior eficiéncia na absorglo {Meguid ot aliz, 1984). & presenga

de maior gquantidade de aminoi&cidos ramificados também contribul pa-



ra o auwnento do balango nitrogenado = sintess protéica {FMeguid ét
gliz, 1983; 19B4). A rapida absorgdo de amincdcidos om um curto [t 2
ricdo de tespo e n¥o em um pericdo longo pode sobrFecarregar a capa-
cidade do organismo de usar eficientemente estes amincacidos na
sintese protéica, levando & dezaminacdo 2 sua utilizac¥o come fonte
de snergla {(Kies, 1981%F.

Ho presente estudo, animais alimentados com as dig-
tas gue continhaes hidrolisado HI apresentaras escrec¥o de nitroge-
nio  uwringrio malor gue as demalis distas ficando em torno de 20% do
nitrogénio  ingerido (Ni} em todos oz ensaios realizados, mesoo
guandeo  houve suplementagiio da diets com aminodcidos livies (HI4Mgt
g HI+B}. Para a caseina, #sta perda ficou em torno de 11% do  Ni.
Estes resultados, no entanto, ndo representam o pericdo de recupe-—
ragia, pois 0% balangos foram realizados rna segunda semana de e
plegda. No Ensalo Bicldgico 111, até o 42 dia de replegdo  houve
maior ganho de peso com a dieta HI+E do que com CAS+Met. Diferengas
na capanidade de absorgdio £/ou utilizagio desta fonte proteica sn-—
tre animals em recuperagio e recuperados forem, possivelmente, res-—
ponsavelis por sste resultado pois a formagdo de novas protginas
significa wuwuma maior retengdo de nitrogénico {(anderson et =slii,
1969 .

A suplementagiio da caselina com 0,2% de metionina
{CAB+HMet~Ensaio Bioldgico III) n¥o mostrou vantagens na recupsracio
dos animais, Jj& gue fol prédxima & observads para a caseina n3o su-
plementada (Ensaio Biclégico 11). A suplemsntaglc do hidraligadn HI
com  metionina resultouw na elevaghn do PER no Ensalo BiolGgico II e

passivalmante fol a responsavel pela slevag3o do PER no Ersaio Big-
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logice I11. Com adigdc de O,3% de metionina houve aumento de 307 g
FER em relagdoc ao HI sem suplenentagin, embora também tenha havido
complementacdo da valina e da leucina, Em animais normais em cres-
cimentae fol observado gue a suplementag¥o da caseina com G,24 de
mEtioninag  causou sumanto de 10 a 17% do FER {Sarwar et afii, 198%;
& pars proteinas de soja a adiglo de 0,37 resultou em aumento de
fguase 204 do PER (Kaapor & Bupta, 1975).

s resuliados da avaliaglo nutricional do hidrolisa-—
o HI, PER, VBa & NPU, gquando comparados as oubras dietas BNper i~
mentals, Ticaram s Zigeira desvantagem, mesmo guando suplementados
om o0s  aminoacidos deficientes. Estes resultados, no entanto ndo
refieten a capacidade de recuperago das proteinas estudsdas. O hi-
drolisado HI suplemsntado (HI+S) promoveu ganho ponderal mais Fapi-
damente & com menor ingestMo gue a caseina nos primeiros dias de
recuperacio, {(Ensaic Bionldgico IIXD. |

A reabllitacio nutricional de pacientes mal nutridos
visa SUprir as necessidades aumentadas devido 4 sstados  catabdli-
cans & prover nutrientes na forms gue posssa ser absorvido pelo pa-
viente. GQuanto meis cedo um paciente receber um suporte nutricionasd
adeguadn, malor serd sua resisténcis A infecgles, » menor o  Ltemnpo
de oonvalescenga & recuperagln {(Chernoff, 19281: Schmidl &% &lis,
1788 . Neste aspecto, a utilizagdo deo Hidrolisado HWI, parece ser
promissora,  pols apresentouw vantagens de recuperasio em relagEo A
caselina, proteins amplamente utilizada em forsulaghes. Deve-se res-—
saltar sinda gue a avalliag¥o de proteinass de origewm vegetal com ra-
tos, leva & subestimar & gualidade desta proteina, jé BUE as neces-—

sidades destes animals s3%0 malores gue a dos humanos, particular-—



mente no gue se refere aos aminpécidos sulfurados. O fato de alguns
aninoacidos n¥o terem alcangado os reguerimentos da NRD (1980) n¥o
parece impedir & utilizag¥o do hidroplisado HI. 8 pratica de =ARER DI
mentagao da fonte protéicea com aminodcidos & comum na formulagio de
dietas para a alimentagéo clinica, permitindo alcangar necessidades
nutricionais especificas de cada paciente.

fluantoc ans problemas nutricionais relacionados & in-
gestio de proteinas vegetais comp a presenga de fatores anti-nutri-
cinnais, deve-se salientar que a proteins de sois vem sendo ubili-
zada tanto na alimentac¥o de lactentes & criangas, como também na
formulacdo de produtos para nutrig3o clinica, sesm nenhum efeito ad—
veras relatado. Quanto & presenga de inibidores de tripsina no hi-
drolisade HI, a sxpressiva diminuigéo em relaglo ac IFS  anularia
gualguer efeitc adverso gue pudesse vir deste fator anti-nutricio-
nal. O ausento considerdvel de fitato teria gue ser estudads guanto
aos seus sfeltos adversos, particulsrmente em relaclc & biodisponi-
hilidade de minerais.

Cabe ainda destacar a importd3ncia da continuidads do
prasente  trabalho no sentido de melhorar as condighes de hidrdlise
de modo & se obler selhor rendimento esm pesguenos peptidicos, sstudar
sua utilizagdo em dietas hipoalerg®nicas, em foreulados para fenii-
cEtonuricos owr ainda para outros fins terapduticos especificos.
Abre-ge  ainda hoje as grandes possibilisades dos peptidicos biocls-
giamente ativos, cujos conhecimerntos ainds estlo faatritaa 4 Casei-

na & lactocalbumina.
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&. CONCLUSDES

&.1. As condigBes de hidroliss escolhidas para a progducio do hideo-—
lisado pancreético de isclado protéico de soia, foram: concentragio
de  substrato, 5,9%:; relag¥o E/S, 1/3%, em agua deionizadsa, =sem
ajuste de pH, & 79 O durante 8 horas. Esta escolha foi feita tendo
em vists a necessidade de obitenc¥o de um produto com alto rendimen—
to em peptidios de baixo PM e utilizasze condiglies de hidedlise com

alta concentragdcoc de substrato e baixa relagio EfS.

&.2. U hidrolisado de baixa peso molecular {(HI) apresentou as  se-
guintes caracteristicas de distribuig3n de peso molecular: 2E.TY
com 18 residucs de aminoscidos, 25,4% de peptidios com 12 residucs
de aminoacidos, I0% com peptidios com 5 residucs de aminpacidos, 8%
com 3 o8 Q037 com 2 residuos de amino&cidos. Os amincdcidos livess
foram compostos principalmente de amincacidos aromaticos o ramifi—

CREOS .

H.5.  Em relagdo ao IFS, o hidrolisado HI apresentou as saguintes
diferengas: diminuigéo da relaglo entre amincdcidos totais &  ami-
noacidos esssncials, particularmente tirosing e fenilalanina) disi-—
nuigHo  de BI3% da atividade antitriptics e aumento da conmentragio

de acide fitico em 2.4 veres.

&.4. A avaliagko bioldgica demonstrou gua, nos niveis sncontrados,
gu  dnibidores de tripsina & fitato nio afetarasm a digeetibilidade

das probeinas. & resposta nutricional as dietas, fToli diferente e



snimais normals em crescimento da obtida POr raltos QuUe passaram por
pariodo de depleglc protéica. Quando testade em ratos normais, o
hidrolisado HI apresentou o menor desempenhs nutricional. Em  ani-
mais  em depleglio protéica o ganho de peso corporal dos animaiz em
diets fol semelhante a0 das dietas contendo caselna ou isolado pro-
teéico de soia. GQuando suplementado com U,3% de metionina, 0,14% de
valina & O0,08B% de leucina, o hidrolissdo HI rECUDBEFrOu 0%  anlimals
mais  rapidamente que a caseina com 2,2% de metionina, sendo gue &
s¥icitncis protéica nos cinco primeiros dias de recuperagido foi

significativamente superior & cassins suplemnsntada.

&.53. 0 hidrolisado de baido peso molecular HI apresentou caracte-—
rizstica de distribul¢fo de peso molecular & resultados nutricionais
gue indicem a poussibilidade de sua utilizagdio em situsgbes clinicas

que requelram a utilizeg¥o de fonte protéica modificada.

&.7. A verificagio de outros efeitos nuetricionais possiveis causado
peio &lto teor de fitsto deve ser estudado. No processo de obtesngdo
de hidrolisadeo de isoladeo protéicn de soja com parcreatina, a pre-—
sEnga  de inibidores de tripgina bem como a de fitato deven EEFr M-
thor estudasdas, particularmente em relaclic A4 alteraghess no perfil

ge distribuigiio de peso molecular e produtos de hidrédlise.
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