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(57) Resumo:. PRODUTO ALIMENTICIO E USO DE UM
PRODUTO ALIMENTICIO. A presente invengdo se refere a um
produto alimenticio que compreende um peptideo, dito peptideo sendo
caracterizado por possuir um nimero de aminoacidos de 6 a 20 e, em
que o peptideo é substancialmente insolivel em agua a 200 C e um
pH de 65, conforme evidenciado por uma aparéncia turbida
mensuravel caso 10 mg do peptideo for misturado com 10 ml de agua
desmineralizada a 200 O e pH 6,5 e em que a carga liquida positiva
dedito peptideo é 0, conforme determinado pela somatéria das cargas
dos aminoacidos individuais de dito peptideo em pH 6,5, e em que se
o peptideo for o hexa-peptideo, 6 aminoacidos de dito peptideo sao
selecionados a partir do grupo que consisteem A, V, L, 1, P, W, Fe M.
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“PRODUTO ALIMENTICIO E USO DE UM PRODUTO ALIMENTICIO”

CAMPO DA INVENCAO

A presente invencdo se refere a um produto alimenticio que
compreende um ingrediente que possui um efeito de diminuigdo do colesterol
sanguineo, de preferéncia, em quantidades suficientes para obter um efeito de
diminuigdo do colesterol sangiiineo caso o produto alimenticio for utilizado de
acordo com as necessidades usuais do consumidor.

ANTECEDENTES DA INVENCAO

A variagdo da concentragao média de colesterol total no plasma
entre as populagbes esta altamente correlacionada com a variagdo na
quantidade de arteriosclerose e com a incidéncia de Doenga Cardiaca
Coronaria (CHD), que é uma das principais causas de morte na sociedade
Ocidental. As populagdes com um baixo nivel de colesterol (inferior a 180 mg/
dl (4,7 mmol/ L)) foram descobertas como sendo menos sensiveis &
arteriosclerose e as doencas cardiacas coronarias, enquanto que aquelas com
niveis médio de colesterol acima de 220 mg/ dl (5,7 mmol/ L;
hipercolesterolemia) possuem maiores incidéncias de morte devido ao CHD.
Portanto, ha uma necessidade 6bvia por um método pelo qual o nivel de
colesterol pdssa ser diminuido.

Os ésteres de esteréis e esterol foram propostos como
ingredientes de diminuigado do colesterol sangiineo, por exemplo, no pedido de
patente EP 619.952 (Amano), um aditivo alimenticio & descrito, em que o nivel
de colesterol no alimento é diminuido ao tratar o alimento com o aditivo
alimenticio. Na utilizacdo do aditivo (y- orizanol sendo mencionado), é formado
um complexo com o colesterol no alimento. O alimento contendo o aditivo nao
pode, portanto, ser aplicado para diminuir o nivel de colesterol sangiiineo em

mamiferos.

No documento WO 92/19640 (Raison Margariini Oy) uma
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substancia de éster de acido graxo de PB-sitostanol € descrita e pode ser
utilizada como tal ou adicionada ao alimento. E descrito que uma dieta comum
contém esterodis vegetais de 100 a 300 mg/dia, e que estes esterdis sao
fracamente absorvidos pelos intestinos. No documento WO 92/19640, é
portanto, discutido que a utilizagéo dos esterdis vegetais ndo pode ser utilizada
para a redugao dos niveis de colesterol do soro sanglineo na dieta humana. O
efeito de diminuigdo do colesterol do esterol ou estanol vegetal ou seus ésteres
foi descrito como sendo principalmente por meio da inibigéo da incorporagao do
colesterol em micelas.

O documento EP 828.434 descreve que uma diminuigéo do nivel
de colesterol sanguineo é capaz de ser obtido pelo consumo regular de
produtos alimenticios com base em gordura que compreendem pelo menos um
composto do grupo que consiste em fitosterdis e orizanol, e suas misturas.

Outros ingredientes também foram sugeridos para a diminuigao
do colesterol sangiiineo. Por exemplo, o documento WO 01/24789 descreve f-
peptideos como substancias ativas para a redugao da ingestao de colesterol e
ingestao de lipideo pelo intestino. De modo a agir como um precipitante, estes
peptideos precisam de pelo menos duas cargas positivas. Entretanto, a
utilizagdo de P-peptideos, algumas vezes nao é desejavel porque eles
possuem uma estrutura quimica diferente para peptideos de ocorréncia natural.

O documento US 2001/0005714 descreve apo-proteinas naturais
ou variaveis e outras proteinas e peptideos que possuem uma a-hélice
anfipatica composta de pelo menos 15 aminoacidos. Estas moléculas inibem a
ingestao de colesterol e outros lipideos pelo intestino.

O documento JP 2004/099447 descreve um peptideo especifico
com a sequéncia de aminoacido Val-Ala-Trp-Trp-Met-Tyr, que ocorre na
proteina da soja, que pbde ser utilizado em produtos alimenticios para possuir

um efeito de diminuigao de colesterol.
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O documento EP 1.046.396 descreve uma composigéao contendo
proteina de soja e esterdis vegetais possuindo efeito sinérgico de diminuigéo
do colesterol. Entretanto, as fragdes (peptideos) responsaveis pelo efeito de
diminuicdo do colesterol da proteina da soja nao foram descritas.

O documento WO 01/37681 descreve uma composigéo contendo
esterdis vegetais e uma proteina hidrossoluvel isolada, tal como a proteina da
soja ou o caseinato e, opcionalmente, também um emulsificante. A composig¢éo
ndo possui um efeito de diminuigao do colesterol adicional comparado aos
esterois vegetais sozinhos. O documento US 6.113.972 descreve um complexo
de esterdis vegetais com proteina, onde o complexo aumenta a
biodisponibilidade dos esterdis vegetais. Nao é atribuido o efeito de diminuigéo
do colesterol a proteina.

O documento 790.060 descreve um complexo de proteina-
hidrolisado-fosfolipideo de soja para diminuir o colesterol do plasma.

O documento WO 03/055324 A1 descreve composigdes contendo
esterdis vegetais e hidrolisados de produtos de proteina, preparados pela
utilizagao da preparagao da enzima aproteolitica, para diminuir o colesterol do
plasma.

O FDA aprovou uma reivindicagéo a saude com relagao ao papel
da proteina da soja na redugao do risco de doencas cardiovasculares pela
diminuigdo do colesterol sangliineo. De modo a se qualificar para esta
reivindicacdo, um alimento deve conter pelo menos 6,25 gramas de proteina de
soja por porgdo, a quantidade sendo um quarto do nivel eficaz de 25 gramas
por dia.

Ainda existe uma necessidade por produtos alimenticios
alternativos que compreendem um ingrediente que possui um efeito de
diminuicdo do colesterol sanguineo. Em particular, ainda existe uma

necessidade por produtos alimenticios que compreendem ingredientes que
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podem inibir a absorgéo do colesterol por meio de um mecanismo definido, por
exemplo, pela interrupgéo da formagao de micela de colesterol.
DESCRIGAO RESUMIDA DA INVENGAO

E um objeto da presente invengao fornecer um produto
alimenticio que compreende os peptideos que sdo capazes de inibir a ingestao
de colesterol por meio da interferéncia na formagao de micelas. Foi descoberto
que os peptideos apropriados para a utilizagdo nestes produtos alimenticios
satisfazem, de preferéncia, uma série de critérios. Acredita-se que se estes
peptideos forem utilizados nos produtos alimenticios em quantidades
especificas, eles contribuem para 0 controle dos niveis de colesterol
sangliineo. Embora os Depositantes ndo desejem de forma alguma estarem
restritos a qualquer teoria, acredita-se que 0S peptideos que satisfazem o
critério indicado abaixo interrompem a formagao das micelas de colesterol no
intestino, evitando ou reduzindo assim a ingestdo de colesterol através da
parede intestinal.

Conseqiientemente, um primeiro aspecto da presente invengao
se refere ao produto alimenticio que compreende' um peptideo, dito peptideo
sendo caracterizado por possuir um numero de aminoacidos de 6 a 20, e em
que o peptideo & substancialmente insoltivel em agua a 20° C e umpH de 6,5,
conforme evidenciado por uma aparéncia turbida mensuravel caso 10 mg do
peptideo for misturado com 10 m! de 4gua desmineralizada a 200CepH6b65e
em que a carga liquida positiva de dito peptideo & 0, conforme determinado
pela somatéria das cargas dos aminoacidos individuais de dito peptideo em pH
6,5, e em que se o peptideo for o hexa-peptideo, 6 aminoacidos de dito
peptideo s&o selecionados a partir do grupo que consiste em AV LLPWF
e M.

De preferéncia, dito peptideo possui um peso molecular entre 450

e 3.000 Dalton. De preferéncia, ditos peptideos sao compostos de aminoacidos
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hidrofébicos e neutros, excluindo os aminoacidos carregados negativamente.
Também, de preferéncia, os peptideos insolGveis em agua para a utilizagao em
produtos alimenticios da presente invengao nao sao B-peptideos, mas ao invés,
sao peptideos contendo aminoacidos comumente preesentes em peptideos de
ocorréncia natural, por exemplo, a-peptideos.

De preferéncia, o produto alimenticio & selecionado a partir do
grupo que consiste em bebidas, produtos do tipo lacteo, produtos de confeitaria
congelados ou espalhaveis e margarinas. Da mesma maneira, a quantidade de
peptideos conforme definido acima no produto alimenticio & de pelo menos 0,1
g/kg, de preferéncia, de 1 a 200 g/kg, de maior preferéncia, de 2 a 30 g/kg.

A presente invengao também se refere a utilizagdo destes
produtos alimenticios na preparagdo de um produto nutricional apropriado para
diminuir os niveis de colesterol sangiiineo.

DESCRICAO DETALHADA DA INVENCAO

Os peptideos para a utilizagdo nos produtos alimenticios de
acordo com a presente invengao sao insoluveis em agua a 20° C e um pH 6,5.
Isto pode, por exemplo, ser evidenciado pela mistura de 10 mg do peptideo em
10 mL de agua desmineralizada a 20° C e pH 6,5, e agitagdo. Uma aparéncia
tarbida (mensuravel) da solugao apos agitagdo é indicativa do fato de que o
peptideo ¢ insoluvel em agua.

De preferéncia, os peptideos para a utilizagdo nos produtos
alimenticios da presente invengdo sao caracterizados por possuirem um
numero de aminoacidos de 6 a 20, e por serem compostos de aminoacidos em
que substancialmente todos os aminoacidos sao aminoacidos hidrofébicos.
Para o propodsito da presente invengdo, o termo substancialmente todos os
aminoacidos significa que todos ou quase todos os aminoacidos sao

hidrofobicos, de preferéncia, a quantidade de aminoacidos n&o hidrofébicos €

0.
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Ocasionalmente, uma quantidade limitada de aminoacidos nao
hidrofébicos de até 30% em peso com base no numero de aminoacidos pode
ser tolerado por molécula, contanto que O peptideo resultante seja
substancialmente insolivel em agua. Em especial, de preferéncia todos os
aminoacidos no peptideo s&o hidrofobicos.

Para o proposito da presente inveng¢ao, 0s seguintes aminoé&cidos
de ocorréncia natural sdo classificados como aminoacidos hidrofébicos: alanina
(A), valina (V), leucina (L), isoleucina (1), prolina (P), triptofano (T), fenilalanina
(F), metionina (M).

De preferéncia, o nimero de aminoacidos no peptideo é de 6 a
12, de maior preferéncia, de 6 a 10 e, de maior preferéncia, ainda, de 6 a 8.

A carga liquida de um peptideo pode ser determinada pela
somatéria das cargas dos aminodacidos individuais do peptideo em pH 6,5.

Os aminoacidos naturais remanescentes possuem uma carga de
0 em pH 6,5 e s&o a alanina (A), valina (V), leucina (L), isoleucina (1), prolina
(P), triptofano (W), fenilalanina (F), metionina (M), glicina (G), serina (S),
treonina (T), tirosina (Y), cisteina (C), glutamina (Q) e aspargina (N).

De preferéncia, os peptideos para a utilizagdo nos produtos
alimenticios da presente invengédo compreendem por molécula pelo menos 3,
de maior preferéncia, pelo menos 4 e, de maior preferéncia, ainda,
substancialmente todos os aminoéacidos selecionados a partir do grupo de A, V,
L LP,WeM.

De preferéncia, os peptideos para a utilizagdo no produto
alimenticio da presente invengao nao compreendem quaisquer aminoacidos
carregados negativamente, tal como o acido aspartico (D) e o acido glutédmico
(E).

Os exemplos dos peptideos preferidos sao os octa-peptideos

hidrofébicos, em que 7 a 8 aminoacidos sao selecionado a partir do grupo de A,
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V,L,I,P,W,FeM.
Os exemplos especificos de peptideos apropriados sao

apresentados nas Tabelas 1 e 3.

TABELA 1
Exemplos de peptideos insollveis em agua para a utilizagéo
em produtos alimenticios de acordo com a presente invengao
Peptideo Seqiiéncia de aminoacido
I AAAAAA
Il AAAAAAAA
1] LLLLLL
v LLLLLLLL

Os peptideos podem ser obtidos ou fabricados por qualquer
método conhecido no estado da técnica, incluindo a sintese de peptideos puros.

Os produtos alimenticios de acordo com a presente invengéo sao,
de preferéncia, selecionados a partir do grupo que consiste em bebidas,
produtos do tipo lacteo, produtos de confeitaria congelados ou espalhaveis/
margarina. A quantidade de peptideos no produto alimenticio &, de preferéncia,
pelo menos 0,1 g/kg, de maior preferéncia, de 1 a 200 g/ kg, de maior
preferéncia, de 2 a 30 g/kg. Estes tipos preferidos de produtos alimenticios sao
descritos com alguns detalhes abaixo.

De preferéncia, a quantidade de peptideos nestes produtos
alimenticios é selecionada tal que, por porgao, uma quantidade de 0,1 a 10
gramas de peptideos esta presente. Os tamanhos de por¢ao apropriados estao

indicados na Tabela 2.

TABELA 2 -TAMANHOS DE PORGAO APROPRIADOS

Produto alimenticio Tamanho da porgao
Suco de fruta 200 g
Bebida do tipo lactea 12549
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TABELA 2 -TAMANHOS DE PORGAO APROPRIADOS
Produto alimenticio Tamanho da porgao
logurte 1259
Produto de confeitaria congelado 759
Espalhavel 16 ¢
Molho 40¢g
Barra 60 g

PRODUTOS DE SUCO DE FRUTA

Os exemplos de produtos de suco de fruta de acordo com a
presente invengao sao sucos derivados de frutas citricas como laranja e toronja
(grapefruit), frutas tropicais, banana, péssego, péra, morango, as quais os
peptideos e, opcionalmente, um ou mais ingredientes saudaveis ao coragao

sao adicionados.

PropuTos DO TiPo LACTEOS

Os exemplos de produtos do tipo lacteo de acordo com a
presente invengdo s&o o leite, espalhaveis lacteos, cream cheese, bebidas do
tipo lactea e iogurte, para os quais 0s peptideos e, opcionalmente, um ou mais
ingredientes saudaveis para o coragéo sao adicionados.

O produto alimenticio pode ser utilizado como tal como uma
bebida do tipo lactea. Alternativamente, o sabor ou outros aditivos podem ser
utilizados. Um produto do tipo lacteo também pode ser produzido pela adigao
dos peptideos na agua ou a um produto lacteo.

Um exemplo de uma composi¢ao para um produto do tipo iogurte
& de cerca de 50 a 80% em peso de agua, de 1 a 10% em peso de peptideos
e, opcionalmente, um ou mais ingredientes saudaveis para o coragéo, de 0 a
15% em peso de p6 de soro lacteo, de 0 a 15% em peso de agucar (por
exemplo, sacarose), de 0,01 a 1% em peso de cultura de iogurte, de 0 a 20%

em peso de fruta, de 0,05 a 5% em peso de vitaminas e minerais, de 0 a 2%
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em peso de sabor, de 0 a 5% em peso de estabilizante (espessante ou agente
gelificante). Para o iogurte, pode ser adicionada a fruta.
Um tamanho de porgéo tipico para um produto do tipo iogurte

poderia ser de 50 a 250 g, em geral de 80 a 200 g.

PrODUTOS DE CONFEITARIA CONGELADOS

Para o proposito da presente invengao, O termo produto de
confeitaria congelado inclui confeitos congelados contendo leite, tais como
sorvetes, iogurtes congelados, sherbet, sorbet, sorvete de agua e creme de
ovos congelado, geladinhos, granitas e purés de fruta congelados.

De preferéncia, o nivel de solidos no confeito congelado (por
exemplo, agucar, gordura, flavorizante, etc) & de mais de 3% em peso, de
maior preferéncia, de 10 a 70% em peso, por exemplo, de 40 a 70% em peso.

O sorvete ira compreende tipicamente de 0 a 20% em peso de
gordura, de 1 a 10% em peso de peptideos e, opcionalmente, um ou mais
ingredientes saudaveis ao coragdo, adogantes, de 0 a 10% em peso de
componentes do leite ndo gordurosos e componentes opcionais, tais como
emulsificantes, estabilizantes, conservantes, ingredientes flavorizantes,
vitaminas, minerais, etc, sendo o balango de agua. Tipicamente, o sorvete sera
aerado, por exemplo, a uma expansao de 20 a 400%, mais especifico de 40 a
200% e congelado a uma temperatura de -2 a -200° C, mais especifico de -10
a -30° C. O sorvete compreende normalmente calcio em um nivel de cerca de
0,1% em peso.

EmULSOES CONTENDO OLEO E AGUA

Vantajosamente, o produto alimenticio € uma emulsdo contendo
6leo e agua, por exemplo, um espalhavel ou uma margarina. A emulsao oOleo e
agua é definida no presente como uma emulsdo compreendendo 6leo e agua e
inclui emulsdes 6leo-em-agua (o/w) e agua-em-o6leo (w/o) e emulsdes mais

complexas, por exemplo, emulsdes agua-em-oleo-em-agua (w/o/w/olw). O éleo
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é definido no presente como incluindo gordura.

De preferéncia, um espalhavel de acordo com a presente
invengao compreende de 30 a 90% em peso de o6leo vegetal, de 1 a 5% em
peso de peptideos e, opcionalmente, um ou mais ingredientes saudaveis ao
coragdo adicionais em quantidades apropriadas. Vantajosamente, um
espalhavel possui um pH de 4,2 a 6,0.

Um exemplo de uma composigao de um espalhavel é 37,45% em
peso de uma mistura de gordura, 52.8% em peso de agua, 0,15% em peso de
lecitina, 0,2% em peso de monoglicerideo, 0,1% em peso de sabor, 0,5% em
peso de cloreto de sédio, 0,1% em peso de sorbato de potassio, 0,1% em peso
de p6 de soro do leite doce, 6% em peso de amido, 2,5% em peso de
peptideos.

OuUTROS PRODUTOS ALIMENTICIOS

Outros produtos alimenticios de acordo com a presente invengao
podem ser preparados por um técnico no assunto, com base no conhecimento
comum geral, os peptideos e, opcionalmente, um ou mais ingredientes
saudaveis para o coragao em quantidades apropriadas. Os exemplos de tais
produtos alimenticios sao assados, lanches, molhos, barras, etc.

Os produtos alimenticios da presente invengdo contém, de
preferéncia, ainda, ingredientes saudaveis ao coragdo. Particularmente
preferida é a utilizagdo de esterdis, tais como, por exemplo, fitosterdis ou
fitostanodis, nos produtos alimenticios da presente invengdo. Os esterobis
preferidos para a utilizagao nos produtos alimenticios da presente invengao sao
descritos com mais detalhes abaixo. Para o proposito da presente invengéao, o
termo esterois se refere aos esterdis, estanois, seus analogos e seus ésteres.

EITOSTEROIS, FITOSTANOIS, ANALOGOS E DERIVADOS

Tipicamente, 0s fitosterdis, fitostandis € seus analogos e

derivados podem ser selecionados a partir de um ou mais fitosterdis,
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fitostanois, anélogos sintéticos de fitosterdis e fitostandis e derivados
esterificados de qualquer um dos anteriores, € a misturas dos mesmos. A
quantidade total de tais substancias em um produto alimenticio &, de
preferéncia, de 0,01% a 20%, de maior preferéncia, de 0,1% a 15%, de maior
preferéncia, ainda, de 0,2% a 8% e, de maior preferéncia, ainda, de 0,3% a 8%
em peso da composigédo do produto alimenticio.

De preferéncia, a ingestéo por por¢ao de tal componente do tipo
esterol da combinagao é de 0,1 g a 3 g, de maior preferéncia, de 1,5ga25g,
em especial, de 2 g a 2,25 g por por¢ao.

Os fitosterois, também conhecidos como esterdis vegetais ou
esterdis de plantas podem ser classificados em trés grupos, 4-desmetilsterois,
4-monometilesterdis e  4,4-dimetilesteréis. Nos  Oleos eles existem
principalmente como estéréis livres e ésteres de esterdis de acidos graxos
embora os glicosideos de esterol e os glicosideos de esterol acilados também
estejam presentes. Ha trés ﬂtosferéis principais denominados B-sitosterol,
stigmasterol e campesterol. Os fitostandis sdo os respectivos derivados
saturados de 5a- de fitosterois, tais como o sitostanol, campestanol e seus
derivados.

Os analogos sintéticos de quaisquer dos fitosterdis ou fitostanois
(que incluem os fitosteréis ou fitostanodis naturais quimicamente modificados)
podem ser utilizados.

De preferéncia, o fitosterol ou fitostanol é selecionado a partir do
grupo que consiste em éster de acido graxo de p-sitosterol, B-sitostanol,
campesterol, campestanol, stigmasterol, stigmastanol e suas misturas.

Os materiais de fitosterol ou fitostanol opcionais citados acima
podem ser opcionalmente fornecidos na forma de um ou mais de seus ésteres

de acido graxo. As misturas de materiais esterificados e nao esterificados

também pode ser utilizada.
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Portanto, qualquer um dos esterdis, por exemplo, fitosterdis ou
fitostandis e seus analogos sintéticos utilizados na presente invengao sao, de
preferéncia, esterificados com um é&cido graxo. De preferéncia, eles sao
esterificados com um ou mais acidos graxos C»-C;,. Para o proposito da
presente invengdo, o termo acido graxo C,-Cx, se refere a qualquer molécula
que compreende uma cadeia principal C>-C2; e pelo menos um grupo acido.
Embora nao preferido dentro do presente contexto, a cadeia principal C2-C2
pode conter de 1 a 6 ligagdes duplas, ser parcialmente substituida ou pode
estar presente cadeias laterais. Entretanto,de preferéncia, os acidos graxos Co-
C,, sdo moléculas lineares que compreendem um ou dois grupo(s) acido(s)
como grupo(s) final(is). Os acidos graxos Cg-C2> lineares de maior preferéncia
podem ocorrer nos dleos liquidos naturais.

De preferéncia, os produtos alimenticios da presente invengéao
compreendem uma combinagdo de peptideos conforme descrito acima e
esterois, em que a proporgao em peso de peptideos para esterois é de 100: 1
para 1: 50, de maior preferéncia, de 50: 1 para 1: 30, de maior preferéncia,
ainda, de 5: 1 para 1: 15.

A presente invengao sera ainda ilustrada nos exemplos seguintes.

EXEMPLO 1

METODO PARA A PREPARACAO DE PEPTIDEOS

Peptideos sintéticos.

Os peptideos sintéticos de acordo com a presente invengao
podem ser fabricados por qualquer método sintéticos conhecido no estado da

técnica.
Avaliagao do efeito dos peptideos na solubilidade do colesterol

em micelas misturadas.

O colesterol € um composto hidrofébico, que € insolivel em agua

e forma cristais em um ambiente aquoso. Esta propriedade torna dificii para o

\
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colesterol se mover do limen em direcdo @ membrana de borda em escova no
intestino, onde o colesterol é ingerido pelos enterécitos. No lumen intestinal,
moléculas anfifilicas, tais como os monoacilgliceréis (MAG), os acidos graxos
livres (FFA) e os lisofosfolipideos (LPL), sdo geradas por meio da hidrolise
enzimatica dos alimentos. Os acidos biliares, fosfolipideos (PL) e o colesterol
livre sdo secretados no duodeno a partir da vesicula biliar. Estes compostos
(acidos biliares, FFA, MAG, PL, LPL e colesterol) podem formar uma estrutura
denominada micelas alimentares misturadas. As micelas alimentares
misturadas podem dissolver o colesterol hidrofébico para evitar a cristalizacao

em um ambiente aquoso.

Portanto, as micelas de colesterol alimentares misturadas
desempenham um papel importante na absorgéo do colesterol, por meio da
agao como veiculos que transportam colesterol em diregéo a parede intestinal.

Para formar micelas in vitro, 0,1 mM de lecitina, 0,05 mM de
monooleina, 0,1 mM de &cido oléico e 80 pM de colesterol sdo misturados em
um tubo teste e secos em uma corrente de N2. Apos a secagem, uma mistura
de acido biliar de 2 mM (mistura BA) em PBS pH 6,5 é adicionada a esta
mistura de lipideo. O colesterol marcado fluorescente (NBD-colesterol) €
utilizado para monitorar a incorporagao de colesterol nas micelas misturadas.

Para teste, os peptideos (1 mg/ ml), conforme indicado na Tabela
3, sdo adicionados a mistura BA e entdo misturados com misturas de lipideos
conforme descrito. Toda a mistura é agitada em voértex por 15 segundos,
seguido por um tratamento ultrassénico em um banho de agua por 30 minutos.
Para esta mistura, uma amostra é tomada como medida da concentragao total
de colesterol NBD. A solugéo de micela restante é centrifugada em uma ultra-
centrifuga de mesa a 50.000 g por 30 minutos & temperatura ambiente.

Apo6s a centrifugagdo, as amostras do sobrenadante sdo tomadas

para a determinagdo de um colesterol NBD solubilizado, que indica a
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quantidade de colesterol incorporado nas micelas misturadas. O pellet
contendo colesterol cristalizado é descartado. O colesterol NBD é medido a
375/ 465 nm utilizando um leitor de prato fluorescente.

As misturas de micela misturadas ndo contendo peptideos sao
utilizadas como controle (100%). Para cada exemplo, a porcentagem de
colesterol incorporado é calculada ao dividir a quantidade de colesterol
incorporado na composigao teste pela quantidade de colesterol incorporado na
amostra controle.

A Tabela 3 apresenta para diversos peptideos a porcentagem de
incorporagéo de colesterol em micelas misturadas. Esta tabela também indica
quais peptideos sdo substancialmente insoltiveis em agua a 20° C e pH 6,5.

TABELA 3

O EFEITO INIBIDOR DE PEPTIDEOS INSOLUVEIS EM AGUA NA INCORPORACAQ DE

COLESTEROL EM MICELAS MISTURADAS

Categoria de peptideos Seqléncia de Incorporagéo de colesterol
aminoacidos % do controle
Sem peptideos (controle) - 100
Peptideos insoluveis em AAAAAA 34
agua AAAAAAAA 50
LLLLLL 26
Particulas soluveis VEWEME 87 -
EAEWEY 86
GSGGSG 90
DDDDDD 155

Conclus3o: foi descoberto que os peptideos insoldveis em agua,
de preferéncia, compostos de aminoacidos hidrofébicos sédo capazes de inibir a

incorporagao de colesterol em micelas misturadas.
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EXEMPLO 2
Produtos alimenticios de acordo com a presente invengao.
Exemplo 3a: 0,3 g de hexa-peptideo AAAAAA foi misturado em
um iogurte de fruta disponivel comercialmente de 125 gramas de porgao.
Exemplo 3b: 0,5 g de octa-peptideo LLLLLLLL e 3 g de um esterol
éster (B-sitosterol esterificado com oéleo de girassol) foi adicionado a uma

bebida de iogurte disponivel comercialmente de 200 g de porgao.
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REIVINDICAGOES
1. PRODUTO ALIMENTICIO, que compreende um peptideo,

dito peptideo que possui um nimero de aminoacidos de 6 a 20, e em que 0O
peptideo & substancialmente insoluvel em agua a 20° C e um pH de 6,5,

conforme evidenciado por uma aparéncia tlrbida mensuravel caso 10 mg do

'peptideo for misturado com 10 ml de agua desmineralizada a 20°C e pH 655 e

em que a carga liquida positiva de dito peptideo & 0, conforme determinado
pela somatoria das cargas dos aminoacidos individuais de dito peptideo em pH
6,5, e em que se o peptideo for o hexa-peptideo, 6 aminoacidos de dito
peptideo s&o selecionados a partir do grupo que consisteem A, V, L, |, P, W, F
e M.

2. PRODUTO ALIMENTICIO, de acordo com a reivindicagao
1, caracterizado pelo fato de que o dito peptideo possui um numero de

aminoacidos de 6 a 12, de maior preferéncia, de 6 a 10 e, de maior preferéncia,

ainda de 6 a 8.

3. PRODUTO ALIMENTICIO, de acordo com uma das
reivindicagdes 1 ou 2, caracterizado pelo fato de que o dito peptideo possui um
peso molecular de 450 a 3.000 Dalton.

4, PRODUTO ALIMENTICIO, de acordo com uma das
reivindicagbes 1 a 3, em que o peptideo € substancialmente composto de
aminoacidos hidrofébicos selecionado a partir do grupo de F, A, L, M, |, W,Pe
V.

5. PRODUTO ALIMENTICIO, de acordo com uma das
reivindicagées 1 a 4, caracterizado pelo fato de o peptideo ser um octa-
peptideo e por molécula de dito peptideo, pelo menos 7, de preferéncia, 8
aminoacidos s&o selecionado a partir do grupode A, V, L, |, P, W, Fe M.

6. PRODUTO ALIMENTICIO, de acordo com uma das

reivindicagdes 1 a 5, selecionado a partir do grupo que consiste em bebidas,



10

15

produtos do tipo lacteo, produtos de confeitaria congelados e espalhaveis ou
margarinas.

7. PRODUTO ALIMENTICIO, de acordo com uma das
reivindicagbes 1 a 6; e ainda compreende os esteréis em uma quantidade
0,01% a 20%, de maior preferéncia, de 0,1% a 15%, de maior preferéncia,
ainda, de 0,2% a 8% e, de maior preferéncia, ainda, de 0,3% a 8% em peso.

8. PRODUTO ALIMENTICIO, de acordo com a reivindicagéao
7, em que a propor¢do em peso de peptideos para esteréis € de 100: 1 para 1:
50, de maior preferéncia, de 50: 1 para 1: 30, de maior preferéncia, ainda, de 5:

1 para1: 15.
9. PRODUTO ALIMENTICIO, de acordo com uma das

reivindicagdes 1 a 8, caracterizado pelo fato de a quantidade de ditos peptideos
no produto alimenticio ser de pelo menos 0,1 g/kg, de maior preferéncia, de 1 a
200 g/kg e, de maior preferéncia, ainda, de 2 a 30 g/kg. |

10. USO DE UM PRODUTO ALIMENTICIO, de acordo com

uma das reivindicagdes de 1 a 9, na preparagdo de um produto nutricional

apropriado para diminuir os niveis de colesterol sangiineo.
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Resumo
“PRODUTO ALIMENTICIO E USO DE UM PRODUTO ALIMENTICIO”

A presente invengdo se refere a um produto alimenticio que
compreende um peptideo, dito peptideo sendo caracterizado por possuir um
namero de aminoacidos de 6 a 20 e, em que O peptideo € substancialmente
insoluvel em agua a 20° C e um pH de 6,5, conforme evidenciado por uma
aparéncia turbida mensuravel caso 10 mg do peptideo for misturado com 10 m!
de agua desmineralizada a 20° C e pH 6,5 e em que a carga liquida positiva de
dito peptideo é 0, conforme determinado pela somatoria das cargas dos
aminoacidos individuais de dito'peptideo em pH 6,5, e em que se o peptideo for

o hexa-peptideo, 6 aminoacidos de dito peptideo sdo selecionados a partir do

grupo que consisteem A, V, L, |, P, W,FeM.
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