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(567) Resumo: COMPOSIGOES HIDROCOLOIDE E AQUOSA
GELIFICADA  OU ESPESSADA, PRODUTO  ALIMENTICIO,
ENCAPSULADO, USO DE PEPTIDEOS, E,PROCESSO DE
PREPARAGAO DE UMA COMPOSIGAC HIDROCOLOIDE. De acordo
com a presente invengdo, as composicdes hidrocoléides sao
fornecidas compreendendo polissacarideos anidnicos, assim como
uma quantidade de material peptidico. Estas composigdes
hidroeoléides podem ser adequadamente usadas para gelificar e/ou
viscosificar sistemas aquosos. Interacdes entre ditos polissacarideos
anidnicos e ditos peptideos em sistemas aquosos resultam em redes
de polfineros reticulados. De acordo com a presente invengio os
peptideos sdo tipicamente obtidos hidrolisando-se composigdes
proteicas e opcional e subseqUentemente isolando-se ou purificando
uma frago catidnica delas. O uso dos presentes sistemas aquosos
gelificados e/ou viscosificados em. por exemplo, produtos alimenticios,
bebidas, encapsulados e composi¢des farmacéuticas e/ou cosméticas
é descrito aqui.
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“COMPOSICOES HIDROCOLOIDE E AQUOSA GELIFICADA OU
ESPESSADA, PRODUTO ALIMENTICIO, ENCAPSULADO, USO DE
PEPTIDEOS, E, PROCESSO DE PREPARACAO DE UMA COMPOSICAO
HIDROCOLOIDE” |

CAMPO DA INVENCAO

A presente invengdo refere-se ao campo de gelificagdo e/ou
viscosificdo de composi¢des hidrocoldides. Mais em particular, refere-se ao
uso de materiais peptidicos como agentes de reticulagdo, para gelificar e/ou
viscosificar composi¢des polissacaridicas anidnicas aquosas. Assim, as
composi¢des hidrocoldides compreendendo polissacarideos anidnicos, tais
como uma quantidade de material peptidico, sdo fornecidas pela presente
invengdo, assim como sistemas aquosos gelificados e/ou viscosificados,
incluindo, por exemplo, produtos alimenticios compreendendo ditas
composi¢des hidrocoloides.

FUNDAMENTO DA INVENCAO

Para aplicagdo de hidrocoldides, tais como proteinas e
polissacarideos, nas industrias farmacéuticas, cosméticas e alimenticias, as
interagdes entre as moléculas hidrocoldides sdo da maior relevancia. Muitos
hidrocoldides sdo capazes de viscosificar sistemas aquosos e/ou formar
hidrogéis. Hidrogéis sdo redes de hidrocoldides contendo agua, mostrando
comportamento semelhante a soOlido com resisténcia caracteristica,
dependente de sua concentragdo e dependente da dureza e da fragilidade da
estrutura do(s) hidrocoldide(s) presente(s).

Em sua defini¢do mais geral, um gel é descrito como uma
mistura de pelo menos dois componentes, um do quais € um liquido, presentes
em uma quantidade substancial. Além disso, os géis apresentam um
comportamento de sélido ou semelhante a sélido. A fim de expor este
comportamento de solido ou semelhante a sélido, o menor componente tem

que formar uma rede tridimensional de enchimento de espago. Por causa da
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coexisténcia desta estrutura de rede dentro de uma fase liquida, um gel
comporta-se como um sélido elastico em baixos valores de tensdo, porém
acima de uma tensdo de deformacéo finita eles transformam-se em um liquido
Viscoso.

Os hidrogéis s@o tipicamente preparados por dispersdo e
hidratagdo de hidrocoldides, opcionalmente aquecendo e esfriando.
Subseqiientemente os hidrocoléides formam uma rede tridimensional de
polimeros com substancias quimicas ou fisicas reticuladas entre varias cadeias
poliméricas, resultando em um hidrogel macroscopico. Tais reticulados entre
as cadeias poliméricas podem ser quaisquer interagdes quimicas ou fisicas,
incluindo ligacdo covalente, liga¢do i0nica, ligagdo de hidrogénio,
associagdes hidrofobicas, interagdes dipolo-dipolo e interagdes Van der
Waals. Portanto, os géis podem ser divididos em dois grupos, dependendo dos
tipos de intera¢des que possuam a estrutura de rede juntas.

Géis quimicos sdo formados através de reticulado covalente de
solucdes diluidas de polimeros ou 6xidos inorganicos e, por causa da natureza
covalente da rede, sua formagéo € termicamente irreversivel. Um exemplo de
reticulado covalente de acidos policarboxilicos pode ser encontrado em FR 2
752 843. Em dito documento, um agente de reticulacdo, compreendendo pelo
menos dois grupos amina, por exemplo, polilisina ou poliornitina, € usado. O
processo compreende combinar os 4acidos policarboxilicos, um agente
ativador e o agente de reticulagdo sob tais condi¢des que ligagdes covalentes
entre os acidos policarboxilico e o agente de reticulagdo sejam formadas. Os
co-polimeros reticulados assim formados sdo insoluveis em sistemas aquosos
e sdo obtidos como um precipitado. A formagdo de um gel (quimico) usando-
se estes co-polimeros reticulados ndo est4 descrita na FR 2 752 843.

Em géis fisicos, as subunidades constituindo a estrutura de
rede sdo mantidas juntas por interagdes ndo covalentes. Muitos géis formados

por polimeros, proteinas, tensoativos, pequenas moléculas orginicas e até
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argilas minerais, pertencem a esta classe.

Em geral, a formagdo de géis fisicos, baseados em
polissacarideos anidnicos, baseia-se em agentes de reticulagdo catidnicos,
para reticular as cadeias tendo grupos funcionais anionicos tais como —SO; e
—COOH, em uma rede.

A maioria comumente usada de agentes de reticulagdo incluem
ions metalicos mono- ou multivalente. Para a maioria dos tipos de
polissacarideos anidnicos, os cations divalentes sdo mais eficazes em
promover gelificagdo, enquanto que outros tipos sdo mais eficazmente

gelificados usando-se cations metalicos monovalentes. Os cations metalicos

- trivalentes sdo com freqiiéncia constatados causarem precipitagdo. Tanto a

resisténcia do gel como a temperatura de fusdo aumentam com o aumento da
concentragdo do cation metalico.

O uso de compostos poliméricos organicos, tendo um ou mais
residuos catiénicos, para polissacarideos anidnicos reticulados, foi descrito.
Na US 4.996.150 os sistemas de biocatalisadores encapsulados em contas
consistindo de polissacarideo anionico e polimero catidnico sdo descritos. O
polimero catidnico pode ser qualquer polialcano amina e/ou polialcano imina.

A US 4.138.292 descreve microorganismos e enzimas
imobilizantes em uma matriz de gel obtida contatando-se uma solu¢do aquosa
de um polissacarideo sulfatado com ions aménio, um ion metalico, uma
amina solivel em agua ou um solvente organico miscivel em dgua. De acordo
com este documento, exemplos representativos de tais polissacarideos
incluem carragenano, furcelarano e sulfato de celulose. Aminas organicas
adequadas para gelificar ou solidificar o polissacarideo incluem
alquilenodiaminas de 1-20 atomos de carbono, hidroxamatos, hidrazidas
alquil-ésteres ou amidas de 4cidos amino basicos, peptideos e polialquileno
iminas. Exemplos apropriados de peptideos que podem ser empregados de

acordo com a US 4.138.292 compreendem lisil-lisina, histidil-lisina, histidil-
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arginina, histidil-arginil-lisina e polilisina.

As propriedades especificas de um hidrogel, isto é, com
respeito a viscosidade, elasticidade, dureza, aparéncia, etc., sdo afetadas por
varios fatores, incluindo a escolha do polissacarideo, a escolha de agente de
reticulagdo, pH, teores de sélidos, etc. Também a necessidade de controlar a
taxa de gelificacdo € bem reconhecida afetar, por exemplo, a resisténcia
mecénica e o tamanho de poro do gel obtido. Para muitas aplicagdes, tais
como em formulagdes biomédicas, farmacéuticas, alimenticias e cosméticas, a
necessaria/preferida taxa de gelificagdo situa-se dentro de pardmetros
relativamente estreitos. Fatores que foram relatados controlar a taxa de
gelificacdo incluem, por exemplo, a solubilidade dos compostos contendo
cation; concentragdo de cation; mistura/relagdo de compostos contendo
cation; concentragdo de polimeros; temperatura de gelificagdo; aplicagdo de
cisalhamento, etc.

SUMARIO DA INVENCAO

Os presentes inventores, como resultado de extensiva pesquisa
e experimentacdo, verificaram que as composi¢des aquosas compreendendo
polissacarideos anibnicos podem ser adequadamente gelificadas e ou
espessadas usando-se peptideos reticulados. Mais particularmente, sdo
providas composi¢des hidrocoldides compreendendo um polissacarideo
aniénico e peptideos, em que ditos peptideos sdo tipicamente obtidos
hidrolisando-se as composi¢des proteicas e opcional e subseqiientemente
isolando-se ou purificando-se uma fracdo catidnica delas. Além disso, o uso
dos sistemas hidrocoldides presentes como um agente espessante e/ou
gelificante € descrito.

As composi¢des compreendendo polissacarideos e proteinas
por microencapsulagdo de materiais particulados por coacervagdo complexa
sdo bem conhecidas na técnica da quimica de coldides. Em geral a

coacervacdo refere-se ao fendmeno de separagdo de fase de dispersdes



10

15

20

25

coloidais em duas fases liquidas, isto é, uma fase pobre em polimeros
(coldides) e rica em solvente e uma fase compreendendo goticulas de
coacervado concentradas em polimeros. A coacervagdo de coldides pode ser
realizada por numerosas maneiras, incluindo mudan¢a da temperatura ou do
pH ou pela adigdo de um segundo composto polimérico. Tipicamente, a
tendéncia de ocorrer formagdo de complexo polimérico e separagdo de fase
aumenta com a densidade de carga dos polimeros e peso molecular (MW) do
polimero. Um aumento de MW do polimero reduz a densidade de carga
requerida para coacervagéo.

A preparagdo de medicamentos distribuidos em microcépsulas
pela formagdo de complexo de poli(L-lisina) e alginato ou carragenano foi
descrita por Thu et al (“Alginate polycation microcapsules I. Interaction
between alginate and polycation”, Biomaterials, 17 (1996), 1031-1040) e
Girod et al (“Polyelectrolyte complex formation between iota-carrageenan
and poly(L-lysine) in dilute aqueous solutions: a spectroscopic and
conformational study”, Carbohydrate Polymers 55 (2004) 37-45)
respectivamente. Em seu trabalho Girod et al estudou a interagdo entre poli-
lisina (PLL) e iota-carragenano no dominio de concentragdes, onde os
complexos formados sdo solaveis. Estudos em sistemas de separagéo de fase,
compreendendo PLL e iota-carragenano, especialmente considerando o efeito
de parametros, tais como pH, forg¢a idnica, densidades cargas e peso
molecular na medida da separacéo de fase, foram descritos anteriormente.

A formagdo complexa de hidrolisados de caseina com pectina
de beterraba e/ou amido de baixa sacarificagdo foi descrita por Tokaev et al
(“Study of complex formation by food proteins by gel filtration and
ultracentrifugation”, FSTA base de dados 89-1-10-a0021; IFIS (1987)). Mais
particularmente Tokaev et al. estudaram a formagio destes complexos
soluveis, usados utilizando-se filtragem gel, assim como a estabilidade de

emulsées compreendendo-as por analises de sedimentacdo. Visto que os
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complexos formados podem ser separados por filtragem gel, inevitavelmente
eles existem como elementos distintos (ou coacervados) dentro do sistema
aquoso. De acordo com Tokaev et al. a caseina hidrolisada contém 20-25 kDa
de fragmentos peptidicos.

Os sistemas descritos por Girod et al. e Tokaev et al. ndo
podem formar g¢is. Espessantes e/ou gelificantes das composi¢des
hidrocolodides presentes em sistemas aquosos ndo envolvem fase de separagéo
macroscopica.

DESCRICAO DETALHADA DA INVENCAO

Assim, a presente invenc¢do, em um primeiro aspecto, refere-se
a composi¢des hidrocoldides gelificantes e/ou espessantes compreendendo,
com base no peso seco de ditas composi¢des, 1-95 % em peso de
polissacarideos anidnicos € 1-95 % em peso de peptideos reticulados, tendo
uma massa molecular dentro da faixa de 0,3-12 kDa, em que ditos peptideos
compreendem uma quantidade total de lisina, histidina e arginina entre 2,5-40
% em mol, com base na quantidade total de residuos aminoacidos
compreendidos nos peptideos.

Os termos “espessado”, e “espessamento”, como aqui usados,
referem-se a aumentada viscosidade de um sistema ou composi¢do aquoso e
ao aumento da viscosidade (ou viscosificagdo) das composi¢des aquosas,
respectivamente. Por isso estes termos sdo usados aqui intercambiavelmente
com os termos “viscosificado” e “viscosificagdo” respectivamente.

A expressdo “polissacarideo anidnico’, como aqui usada,
refere-se a qualquer tipo de polissacarideo compreendendo grupos funcionais
que possam carregar uma Ou mais cargas negativas em sistemas aquosos, por
exemplo, grupos carboxila, grupos fosfato e/ou grupos sulfato. Os
polissacarideos ani6nicos podem ser derivados de quaisquer fontes e/ou
podem ser obtidos por modificagdo, por exemplo, derivatizagdo de um

polissacarideo. Preferivelmente os polissacarideos anidnicos de acordo com a
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presente invenc¢do sdo selecionados do grupo compreendendo carragenanos,
alginatos, agar, pectinas, pectinas modificadas, goma gelana, goma xantana,
furcelarano, derivados de celulose, particularmente carboximetil celulose
(CMC) e sulfato de celulose, sulfato de dextrano, amidos modificados, exo-
polissacarideos e suas misturas.

De acordo com outra forma de realizagdo a presente
composi¢cdo compreende polissacarideos anidnicos contendo em média ndo
mais do que 1,5 dos acima mencionados grupos funcionais (anidnico) por
monossacarideo, mais preferivelmente ndo mais do que 1,0.

O presente inventor verificou que qualquer polissacarideo
anidnico, que possa ser usado para viscosificar e/ou gelificar sistemas
aquosos, na presenga de cations metalicos, pode adequadamente também sé-lo
na presenca de peptideos reticulados de acordo com a presente invengdo.
Portanto, de acordo com uma mesmo mais preferida forma de realizagdo, a
presente  composicdo  hidrocoléide  gelificante  e/ou  espessante,
compreendendo polissacarideo anibnico, € selecionada de carragenanos,
CMC, pectinas, goma xantana, goma gelana, agar agar e suas misturas, ainda
mais preferivelmente de carragenanos, CMC, goma xantana, goma gelana,
agar agar e suas misturas.

De acordo com uma mais preferida forma de realiza¢do, uma
composi¢do hidrocoldide gelificante € fornecida em que o polissacarideo
anionico ¢ selecionado de k-carragenano, i-carragenano, carragenano K-
hibrida, goma gelana e suas misturas.

Geralmente ¢é sabido que sistemas compostos de mais do que
um polissacarideo exibem uma incomparavel complexidade de propriedades
ndo aditivas, que resultam em eficiéncia de espessamento, ou reologias
hibridas e texturas com vantagens sensoriais e de processamento. Por isso, a
composi¢do hidrocoldéide pode adequadamente compreender misturas dos

polissacarideos ani6nicos acima mencionados e polissacarideos catidnicos ou
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ndo idnicos.

A composi¢do hidrocoldide fornecida pela presente invengdo
compreende pelo menos 1 % em peso de polissacarideos anidnicos, com base
no peso seco de dita composigdo, até mais preferivelmente pelo menos 5 %
em peso, ainda mais preferivelmente pelo menos 10 % em peso e muitissimo
preferivelmente pelo menos 25 % em peso. Preferivelmente a quantidade dos
polissacarideos anidnicos néo excede, com base no peso seco da composicdo,
95 %, mesmo mais preferivelmente ndo excede 90 % em peso, mais
preferivelmente nédo excede 75% em peso.

Como mencionado aqui acima, a presente composi¢do
hidrocol6ide compreende 1-95 % em peso de peptideos reticulados tendo uma
massa molecular dentro da faixa de 0,3-12 kDa, ditos peptideos
compreendendo uma quantidade total de lisina, histidina e arginina entre 2,5-
40 % em mol. De acordo com uma forma preferida de realizagdo, ditos
peptideos s@o obtidos hidrolisando-se uma composigdo proteica,
opcionalmente seguida por isolamento de uma fragdo cationica dela.
Composi¢des proteicas originadas de qualquer fonte adequada podem ser
usadas de acordo com a presente invengao.

Portanto, de acordo com uma particularmente preferida forma
de realizacdo, os presentes peptideos reticulados sdo compreendidos em uma
composicdo proteica hidrolisada ou em uma fragdo cationica isolada dela, em
que dita composi¢do proteica compreende uma ou mais proteinas
selecionadas de proteinas de cereais, proteinas de clara de ovo, proteinas do
leite, incluindo caseinas e, proteinas do soro do leite, proteinas de soja,
proteinas de ervilha, proteinas de batata, proteinas de milho, gelatinas e suas
misturas.

As proteinas acima mencionadas podem ser hidrolisadas em
qualquer meio conhecido pelo profissional qualificado, que usualmente inclui

tratamento enzimatico, por exemplo, com tripsina ou pepsina, ou hidrolizagdo
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quimica, por exemplo, usando-se acido cloridrico, seguido por neutralizagido
com hidroxido. De acordo com a presente invenc¢do, é particularmente
preferido hidrolisar enzimaticamente a composi¢do proteica, muitissimo
preferivelmente usando-se pepsina. Esta enzima é sabido gerar fragmentos
cationicos adequados de proteinas, tais como caseinas e lactoferrina.

De acordo com a presente invengdo, € essencial que a proteina
ndo seja completamente hidrolisada, isto €, em aminoacidos livres. Como
mencionado aqui acima, os peptideos t€m uma massa molecular dentro de
uma faixa de 0,3-12 kDa, em uma mesmo mais preferida forma de realizagdo,
dita massa molecular estando dentro da faixa de 0,5-10 kDa. Em uma mais
preferida forma de realizacdo, dita massa molecular estd dentro da faixa de
0,5-8,0 kDa.

Ao contrario de quaisquer descricdes da técnica anterior
relativas ao uso de peptideos sintéticos para gelificar polissacarideos
anionicos, o0s presentes peptideos de reticulagdo ndo compreendem
unicamente residuos aminoacidos tendo uma cadeia lateral catidnica. Mais
especificamente, os presentes peptideos reticulados compreendem uma
quantidade total de lisina, histidina e arginina de 2,5 - 40 % em mol, baseados
em uma quantidade total de residuos amino4cidos compreendendo ditos
peptideos, preferivelmente dita quantidade na faixa de 2,5 - 25 % em mol,
mais preferivelmente de 5 - 25 % em mol, muitissimo preferivelmente de 10 -
25 % em mol.

Visto que os presentes peptideos reticulados sdo tipicamente
obtidos hidrolisando-se uma composigéo proteica, ditos peptideos reticulados
tipicamente ndo compreendem quaisquer outros residuos aminoacidos, a ndo
ser aqueles que possam ser codificados pelas seqiiéncias de &cidos nucléicos
da natureza, isto €, outros exceto aqueles selecionados de Ala, Arg, Asn, Asp,
Cys, Glu, Gln, Gly, His, Ile, Leu, Lys, Met, Phe, Pro, Ser, Thr, Trp, Tyr e Val.

Assim, de acordo com uma particularmente preferida forma de realizagdo, os
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presentes peptideos reticulados compreendem pelo menos 90 % em mol, mais
preferivelmente pelo menos 95 % em mol, ainda mais preferivelmente pelo
menos 98 % em mol, muitissimo preferivelmente pelo menos 99 % em mol de
residuos aminodacidos que podem ser codificados por uma ou mais seqiiéncias
de &cidos nucléicos.

A composi¢do hidrocoldéide pode compreender outros
materiais protéicos, além de 1-95 % em peso de peptideos reticulados
definidos acima. O termo ‘materiais protéicos’ como usado aqui, refere-se a
qualquer tipo de material compreendendo proteinas, peptideos e/ou
aminoacidos livres.

Tipicamente, em vez de empregar um hidrolisado de proteina
compreendendo o presente peptideo como tal, uma fragdo catidnica de uma
proteina hidrolisada pode ser usada de acordo com a presente inveng¢do. Dita
fracdo pode ser purificada ou isolada do hidrolisado usando-se qualquer
método convencional conhecido do profissional qualificado. O termo ‘fragdo
cationica’ como aqui usado, refere-se a uma fragdo caracterizada por um
conteudo relativamente alto, em comparacdo ao material de partida, de
residuos aminoacidos tendo cadeias laterais catidnicas, isto €, histidina,
arginina e lisina. Tipicamente, as presentes fra¢des catidnicas de proteinas
hidrolisadas compreendem uma quantidade total de lisina, histidina e argininé
entre 10 - 25 % em mol. Métodos adequados de purificar ou isolar uma fragdo
catidnica incluem cromatografia preparativa de troca de ions, filtragdo de
eletro membrana, eletrodialise.

A composicdo hidrocoloide fornecida pela presente invengdo
compreende, com base no peso seco de dita composi¢do, pelo menos 1,0 %
em peso, preferivelmente pelo menos, 5,0 % em peso dos peptideos
reticulados, como definido acima, até mais preferivelmente pelo menos 10 %
em peso, muitissimo preferivelmente pelo menos 25 % em peso.

Preferivelmente, a quantidade de ditos peptideos reticulados ndo excede 95 %
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em peso, baseados no peso seco da composigdo, mesmo mais preferivelmente
ndo excede 90 % em peso, muitissimo preferivelmente ndo excede 75 % em
peso.

De acordo com a presente invencdo os polissacarideos
anionicos e os peptideos reticulados sdo empregados em uma relagdo em peso
variando de 1,0:15,0 a 15,0:1,0, mais preferivelmente de 1,0:10.0 a 10,0:1,0,
ainda mais preferivelmente de 1,0:5,0 a 5,0:1,0.

Outra forma preferida de realizagdo da presente invencdo,
refere-se a uma composi¢do hidrocoloide como definida aqui antes, em que a
relagdo em peso de ditos polissacarideos anidnicos e ditos peptideos €
escolhida, de modo que a composi¢cdo compreenda lisina, histidina e arginina
em uma quantidade de 0,01-75 mmol por grama de polissacarideos anidnicos,
muitissimo preferivelmente em uma quantidade de 0,1-25 mmol por grama de
polissacarideos aniénicos, muitissimo preferivelmente 1-20 mmol por grama
de ditos polissacarideos.

De acordo com uma forma particularmente preferida de
realizagdo, as presentes composi¢des hidrocoldides ndo compreendem
quaisquer agentes de acoplamento, tais como aqueles tradicionalmente usados
na sintese de peptideos. Mais particularmente, as composigdes hidrocoloides
da invencdo ndo compreendem quaisquer carbodiimidas, derivadas de
quinolina e/ou misturas de anidridos, tal como cloroformiatos.

Outro aspecto da presente invengdo refere-se a um processo de
preparacdo de uma composi¢do hidrocoldide, esse processo compreende
hidrolisar uma composi¢do proteica a um tal grau que peptideos tendo uma
massa molecular média dentro da faixa de 0,3-12 kDa sejam obtidos,
tipicamente em um grau de hidrélise (DH) entre 5-40 %, e combinando-se
dita composi¢do proteica hidrolisada com polissacarideos anidénicos em uma
relagdo variando de 1,0:15,0 a 15,0:1,0. O termo “grau de hidrodlise” (DH)

refere-se a porcentagem de ligagGes peptidicas separadas. O método para
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determinar DH é o método de colorimetria TNBS descrito em Adler-Nissen,
J., “Determination of the Degree of Hydrolysis of Food Protein Hydrolysates
by Trinitrobenzenesulfonic Acid”, J. Agric. Food Chem., Vol. 27, No. 6,
1979, pg. 1256-62. Quanto mais uma proteina € hidrolisada (mais elevado
DH), menor o peso molecular médio; o perfil peptidico muda
conseqlientemente. Preferivelmente o grau de hidrdlise é entre 7-30 % em
mol. Como mencionado aqui antes, € preferido que dita composi¢do proteica
seja hidrolisada enzimaticamente, muitissimo preferivelmente usando-se
pepsina. As condigdes e o tempo de incubagdo necessdrio para o grau
desejado de hidrélise pode ser facilmente determinado pela pessoa
qualificada.

De acordo com uma preferida forma de realizagdo dito
processo ainda compreende isolar uma fragdo catibnica da proteina
hidrolisada e combinar dita frag8o com os presentes polissacarideos
anionicos.

Ainda outro aspecto da presente invengdo refere-se a uma
composi¢do hidrocoldide obtenivel pelo processo aqui descrito acima.

Visto que, de acordo com a presente invengio, os polimeros de
polissacarideos anidnicos sd3o reticulados por peptideos, a presente
composi¢do hidrocoldide € caracterizada pelo fato de poder ser empregada
usando-se baixas concentragdes de sais. Portanto, de acordo com uma forma
preferida de realizagdo a composigio compreende ndo mais do que 10 mmol
por grama de polissacarideos anidnicos de cations metalicos selecionados de
Na"” K" e Ca™*, mais preferivelmente nfio mais do que 6 mmol por grama de
polissacarideos anidnicos.

De acordo com a presente invengdo, as composi¢Bes aquosas
gelificadas ou espessadas sdo fornecidas compreendendo a presente
composi¢do hidrocoloide. Mais particularmente, um aspecto da invengio

refere-se a composigdes aquosas gelificadas ou espessadas, baseadas no peso
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total da composic¢do, 0,01-10 % em peso de polissacarideos anidnicos € 0,01-
40 % em peso de peptideos reticulados, tendo uma massa molecular dentro da
faixa de 0,3-12 kDa, em que ditos peptideos compreendem uma quantidade
total de lisina, histidina e arginina entre 2,5-40 % em mol, com base na
quantidade total de residuos aminoacidos compreendidos em ditos peptideos.

De acordo com uma forma preferida de realizagdo, os
presentes sistemas aquosos gelificados ou espessados sdo preparados
combinando-se a composi¢do hidrocoldide com dito sistema aquoso.
Preferivelmente, o pH do sistema aquoso varia de 3,0 - 8,5, mais
preferivelmente de 4,0 - 8,0, muitissimo preferivelmente 4,0 - 7,0. O sistema
aquoso pode ser aquecido e/ou forgas de cisalhamento podem ser aplicadas
nele quando adicionando-se a composic¢do hidrocoloide, a fim de melhorar a
hidratagdo dos polissacarideos anidnicos. Se a dispersdo aquosa da
composicdo hidrocoléide for permitida esfriar e/ou se a for¢a de cisalhamento
ndo for mais aplicada, o sistema aquoso comegara a viscosificar ou solidificar.

As  presentes  composi¢des  hidrocoldides  podem
adequadamente ser utilizadas para incorporagdo em varios tipos de géneros
alimenticios para fornecer textura, estrutura, viscosidade, elasticidade e/ou
estabilidade. Portanto, outro aspecto da presente invengdo refere-se a um
género alimenticio compreendendo, com base no peso total do alimento, 0,01-
95 % em peso de uma composi¢do hidrocoldide aquosa gelificada ou
espessada, como definido aqui anteriormente. Tipicamente o género
alimenticio € continuo em 4gua. Exemplos adequados incluem sobremesas,
recheios, sorvetes e bebidas.

Visto que, de acordo com a presente invengdo, as composi¢des
gelificadas ou espessadas sfio adequadamente preparadas sem a adigdo
de cations metalicos, ditos hidrogéis podem vantajosamente ser empregados
em géneros alimenticios pouco salgados, isto €, géneros alimenticios

compreendendo pouco ou nenhum NaCl, tais como aqueles tipicamente
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empregados em dietas usadas por pessoas que sofrem de insuficiéncia
cardiaca, enfraquecimento da fungdo do figado, pressdo sanguinea
alta, doenca de rins cronica e aguda, etc. Assim, uma particularmente
preferida forma de realizagdo da invencdo refere-se a géneros
alimenticios compreendendo a presente composi¢do hidrocoldide aquosa,
dito género alimenticio compreendendo ndo mais do que 30 mM,
preferivelmente ndo mais do que 15 mM de cations metalicos selecionados de
Na" K" e Ca®.

As presentes composi¢gdes hidrocoldides podem ser
adequadamente usadas para imobilizar enzimas e/ou microorganismos que
sdo usados para catalisar varias conversdes, aprisionando-os dentro de uma
matriz de gel. Alternativamente, a presente composi¢do hidrocoléide pode ser
usada para preparar microcapsulas compreendendo agentes terapéuticos e/ou
diagndsticos, por exemplo, para controlada libera¢do de medicamento.
Portanto, outro aspecto da presente invengdo refere-se a um encapsulado
compreendendo um ingrediente ativo contido em uma matriz compreendendo
0,5 - 95 % em peso de polissacarideos anidnicos e 0,5 - 95 % em peso de
peptideos tendo uma massa molecular dentro da faixa de 0,3-12 kDa, em que
ditos peptideos compreendem uma quantidade total de lisina, histidina e
arginina entre 2,5 - 40 % em mol, baseados na quantidade total de residuos
aminoacidos compreendida em ditos peptideos. Ingredientes ativos que
podem vantajosamente ser encapsulados em uma matriz de acordo com a
presente invencdo incluem medicamentos, vacinas, enzimas, hormonios,
oligonucleotideos, vitaminas, etc.

Em ainda uma forma de realizagdo alternativa, a presente
composi¢do hidrocoldide aquosa pode ser usada para preparar uma
composi¢do cosmética ou uma composic¢do terap€utica para aplicagdo topica
de pele. Portanto, ainda outro aspecto da presente invenc¢do refere-se a

composi¢cdes  hidrocoloéides aquosas como definido aqui antes,
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compreendendo um agente terapéutico ou cosmético.

Outro aspecto da presente invengdo refere-se ao uso de
peptideos tendo uma massa molecular dentro da faixa de 0,3-12 kDa e
compreendendo uma quantidade total de lisina, histidina e arginina 2,5-40 %
em mol, baseados na quantidade total de residuos aminoacidos compreendido
nos peptideos, como definido aqui antes, para melhorar as caracteristicas
gelificantes e viscosificantes de polissacarideos ani6nicos.

A invengdo ¢ ainda ilustrada nos seguintes exemplos, que ndo
sdo destinados a serem de maneira alguma limitantes do escopo da inveng¢do
como reivindicada.

EXEMPLOS
Exemplo 1

Uma proteina hidrolisada comercialmente disponivel,
Hyfoama 66 (ex Quest B.V. Naarden, the Netherlands), foi adicionada a
solugdes aquosas de i-carragenano (0,5 % p/v) em diferentes valores
de pH (pH 5,8, pH 7,0 e pH 8,0) em uma quantidade de 25 mg/ml. As
caracteristicas (isto €, a distribui¢do do peso molecular dos fragmentos
e a quantidade (% em mol) de histidina, arginina e lisina compreendida
no hidrolisado) da Hyfoama 66 foram determinadas em um outro
experimento. Estes resultados sdo apresentados no exemplo 2. A Hyfoama 66
foi dissolvida nas solugdes de carragenano por aquecimento a 60 °C. A
formagdo de gel em tubos Eppendorf (2 ml) & temperatura ambiente foi
visualmente verificada.

Foi observado que 1-carragenano forma géis de Hyfoama 66 de
concentragdes de 25 mg/ml em pH 5,8 e pH 7,0 e pH 8,0.

Exemplo 2

As fragles catibnicas foram preparadas de 4 proteinas

hidrolisadas, Hyfoama 66, caseinato de sodio, lactoferrina e proteina de

clara do ovo (EWP). O efeito das fragdes peptidicas sob gelificagdo de
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carragenano foi testado. Além disso, as fragbes peptidicas cationicas foram
analisadas em composi¢do de aminoacido e em distribui¢do de peso molecular
por GPC.

10 gramas de caseinato de s6dio e EWP e lactoferrina foram
hidrolisados com pepsina (5 % em proteina, pH 3) por incubagéo por 4 horas
a 37 °C. A pepsina foi inativada ajustando-se o pH a 7,0. A dialise (MWCO
100) dos hidrolisados foi realizada antes da isolagdo cromatografica da fracdo
cationica e apds a isolagdo desta fracdo. A dialise foi continuada até a
condutividade [pS/cm] alcangar um valor estavel. Os hidrolisados
dessalinizados e suas fragdes cationicas foram congelados e liofilizados. Os
trés hidrolisados dessalinizados preparados recentemente e Hyfoama 66 foram
fracionados. Os hidrolisados dessalinizados foram dissolvidos em tampdo de
Na-acetato 50mM pH 4,5. O material ndo solivel foi removido por
centrifugacgdo e filtragdo (0,45 um) e o filtrado foi empregado em uma coluna
guarnecida com HiTrap SP (Amersham) pelo uso do sistema cromatografico
Akta (Amersham). Apds a lavagem da coluna com o mesmo tampéo, a fragdo
cationica foi diluida com tampédo de Na-acetato 50 mM pH 4,5 contendo 1 M
NaCl.

A distribui¢do de peso molecular foi determinada pelo uso de
cromatografia de exclusdo de tamanho (método de pesquisa de alimento
NIZO: Visser et al in Journal of Chromatography 599 (1992) 205-209). Com
o uso de proteinas marcadoras com conhecidas massas moleculares, os
tempos de eluicdo correspondentes com fragmentos de proteinas tendo massas
moleculares de 5 e 10 kDa foram determinados. Estes tempos de elui¢do
foram usados para dividir os fragmentos em trés classes, > 10 kDa, entre 10 ¢
5 kDa e <5 kDa. A tabela 1 mostra a distribui¢do nestas trés classes dos
diferentes hidrolisados e suas fra¢Ges catidnicas. As fragdes catidnicas obtidas
dos hidrolisados foram todas enriquecidas em fragmentos tendo uma massa

molecular > 5 kDa.
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Tabela 1: Distribuigdo de massa molecular de hidrolisados e suas fra¢Ges

cationicas.
Amostra Area (% de area total
Area>10 kDa | 10 kDa>drea>5 kDa | Area<5 kDa
Hidrolisados de caseinato de sédio 26 18 56
Hidrolisados de lactoferrina 33 18 49
Hidrolisados de EWP 48 13 39
Hyfoama 66 39 21 40
Frag@o catidnica de caseinato de sodio 18 38 44
Fragdo catidnica de lactoferrina 39 28 33
Fracdo catibénica de EWP 53 18 28
Fragio catidnica de Hyfoama 66 57 22 22

A determinagé@o da composicdo de aminoacido em hidrolisados
e sua fragdo catidnica foi realizada por Ansynth service B.V. de acordo com o
método de hidrélise acida. Os amino acidos catidnicos percentuais (Lis, His e
Arg) nos hidrolisados e as suas fragdes catidnicas sdo mostrados na Tabela 2.
Tabela 2: Amino acidos catidnicos em percentagem em mol nas diferentes

origens proteicas e nas suas fragcdes cationicas.

Amostra % em mol de Lis-His-Arg/total
Proteina Fragiio catiénica
Hyfoama 5,3 10,4
NaCas 11,7 18,9
Kip-eiwit 12,3 17,1
Lactoferrina 15,9 18,8

O efeito das fragdes cationicas preparadas no comportamento
de gelificacdo de polissacarideos anidnicos foi avaliado com capa e iota
carragenano. A formag3o de gel em tubos Eppendorf (2 ml) a temperatura
ambiente foi verificada visualmente, por decantagdo. Na tabela 3 sdo
fornecidos os resultados da avaliagdo do efeito de peptideos catidonicos na
gelificacdo de carragenanos. Com a faixa de concentragdo aplicada em todos
os casos, a gelificagdo pdde ser observada como resultado da adi¢do das
fragdes cationicas. Dependendo da concentracdo da fragdo catidnica, foi
encontrada diferenga nas caracteristicas do gel,. Diferengas na aparéncia
foram encontradas. As fragdes catidnicas derivadas de EWP e lactoferrina
provocaram a formagd@o de um gel turvo, enquanto que as frag¢des cationicas

de Hyfoama 66 e caseinato de sddio resultam em géis transparentes.
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Tabela 3: Efeito de diferentes fragdes peptidicas catiGnicas no comportamento de

gelificacfo da carragenano capa e carragenano iota (0,5 % (p/v)).

Fragéo catibnica Concentracdo da fragéo catiénica [mg]/[ml] em carragenano capa 0,5 %
10 25 Observagdes

Hyfoama + +/- Transparente

Na-Cas + - Transparente

EwWP + ++ Turvo

Lactoferrina ++ ++ Turva

Fragdo catidnica Concentragdo da fragdo peptidica catidnica [mg}/[ml] em carragenano
iota 0,5 %
10 25 Observagdes

Hyfoama + + Transparente

Na-Cas + + Transparente

EWP + + Turvo

Lactoferrina + + Turva

Contagem:

- nenhuma gelificag¢do

+/- gelificacdo fraca/precipita¢do
+ gel fraco

++ gel forte

Exemplo 3

Uma fragdo catidnica de lactoferrina foi aplicada para avaliar o
efeito em outros polissacarideos anidnicos. Uma série de cinco preparagdes de
polissacarideo anidnico foi avaliada. A formagéo de gel em tubos Eppendorf
(2 ml) a temperatura ambiente foi checada visualmente. Os resultados sdo
mostrados na Tabela 4. Foi observado que a gelificagdo de carragenano v/x-
hibrida, goma xantana e gelana pode ser induzida pela adi¢do da fragdo
peptidica catidnica dos hidrolisados de lactoferrina.

Tabela 4: Efeito da fragdo peptidica cationica de lactoferrina no comportamento

de gelificagdo de diferentes polissacarideos anionicos (0,5 % (W/v)).

Polissacarideo 10 mg/ml 50 mg/ml Observagoes

1. Carragenanovx- |V + Gel fraco turvo

hibrida

2. Xantana \Y +V Aumento de viscosidade
3. Pectina LM - vV

4. Goma gelana ++ ++ Gel transparente

5. Agar-Agar Particulas de gel Particulas de gel

nenhuma gelificagio
gelificagdo fraca/precipitagdo
gel fraco

gel forte

aumento de viscosidade

<t
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Proteinas intactas e preparadas sinteticamente de poli-L-lisina

(Sigma-Aldrich, Zwijndrecht, Paises baixos) foram aplicadas para avaliar seu

efeito em x-, 1- e A-carragenano (0,5 % (p/p)). O comportamento destas

misturas foi inspecionado visualmente em tubos Eppendorf (1,5 ml) a

temperatura ambiente. Os resultados sdo mostrados na Tabela 5. A formagéo

de complexo foi observada em todos os casos. A formagdo de complexo na

mistura da carragenano anidonica e do peptideo catidnico ou poli-L-lisina

resultou na formag¢do de um material na solugdo turvo, esbranquigado ou

avermelhado no caso do citocromo c.

Tabela 5: Efeito de peptideos e poli-L-lisina no comportamento de

carragenanos (0,5% (w/v)).

Proteina

Carragenano

K

1

A

Citocromo ¢

Formagdo de complexo

Formagio de complexo

Formagéo de complexo

Lisozima

Formag#o de complexo

Formacgio de complexo

Formag@o de complexo

Poli-L-lisina 13 kDa

Formagdo de complexo

Formagéo de complexo

Formag&o de complexo

Poli-L-lisina 405 kDa

Formagéo de complexo

Formagéo de complexo

Formagdo de complexo
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REIVINDICACOES

1. Composi¢do hidrocoldide, caracterizada pelo fato de

compreender, com base no peso seco de dita composi¢do, 1-95 % em peso de
polissacarideos anidnicos e 1-95 % em peso de peptideos tendo uma massa
molecular dentro da faixa de 0,3-12 kDa, em que ditos peptideos
compreendem uma quantidade total de lisina, histidina e arginina entre 2,5-40
% em mol, com base na quantidade total de residuos aminodcidos
compreendidos nos peptideos.

2. Composic¢do hidrocoldide de acordo com a reivindicagdo 1,

caracterizada pelo fato do polissacarideo anidnico ser selecionado de

carragenanos, alginatos, agar, pectinas, pectinas modificadas, goma gelana,
goma xantana, furcelarano, derivados de celulose, particularmente
carboximetil celulose (CMC) e sulfato de celulose, sulfato de dextrano,
amidos modificados, exo-polissacarideos e suas misturas;

3. Composigdo hidrocoldide de acordo com as reivindicag¢des 1

ou 2, caracterizada pelo fato da relacdo em peso de ditos polissacarideos
anidnicos e ditos peptideos variar de 1:15 a 15:1.
4. Composicdo hidrocoloide de acordo com qualquer uma das

reivindicagGes precedentes, caracterizada pelo fato da relagdo em peso de

ditos polissacarideos anidnicos e ditos peptideos ser escolhida de modo que a
composi¢do compreenda lisina, histidina e arginina em uma quantidade de
0,01 — 75 mmol por grama de polissacarideos anidnicos.

5. Composigdo hidrocoléide de acordo com qualquer uma das

reivindicagGes precedentes, caracterizada pelo fato de compreender ndo mais

do que 10 mmol por grama de polissacarideos anionicos de cations metalicos
selecionados de Na"” K e Ca*".
6. Composi¢do hidrocoldide de acordo com qualquer uma das

reivindicagdes precedentes, caracterizada pelo fato dos peptideos terem uma

massa molecular dentro da faixa de 0,5 — 8,0 kDa.
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7. Composig@o hidrocolodide de acordo com qualquer uma das

reivindicagdes precedentes, caracterizada pelo fato dos peptideos
compreenderem uma quantidade total de lisina, histidina e arginina entre 5 —
25 % em mol, com base na quantidade total de residuos aminoacidos
compreendida em ditos peptideos.

8. Composic¢do hidrocoldide de acordo com qualquer uma das

reivindicagdes precedentes, caracterizada pelo fato do peptideo estar

compreendido em uma composigio proteica hidrolisada.
9. Composi¢do hidrocoléide de acordo com a reivindicagdo 8,

caracterizada pelo fato da composi¢do proteica compreender uma ou mais

proteinas selecionadas de proteinas de cereais, proteinas de clara de ovo,
proteinas do leite, proteinas de soja, proteinas de ervilha, proteinas de batata,
proteinas de milho, gelatinas e suas misturas.

10. Composig¢do hidrocoldide de acordo com qualquer uma das

reivindicagdes precedentes, caracterizada pelo fato do polissacarideo aniénico

ser selecionado de k-carragenano, i-carragenano, carragenano t/k-hibrida,
goma gelana e suas misturas.

11. Composicdo aquosa gelificada ou espessada, caracterizada

pelo fato de compreenderem, com base no peso total da composigdo, de 0,01
— 10 % em peso de polissacarideos anionicos e 0,01 — 40 % em peso de
peptideos, tendo uma massa molecular dentro da faixa de 0,3 —12 kDa, em
que ditos peptideos compreendem uma quantidade total de lisina, histidina e
arginina entre 2,5 - 40 % em mol, com base na quantidade total de residuos
aminoacidos compreendidos nos peptideos e a relagdo em peso de
polissacarideos anidnicos € de peptideos variar de 1:15 a 15:1.

12. Produto alimenticio, caracterizado pelo fato de

compreender 0,01 — 95 % em peso, com base no peso total do produto
alimenticio, de uma composi¢do aquosa gelificada ou espessada como

definida na reivindicacdo 11.
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13. Produto alimenticio de acordo com a reivindicagdo 12,

caracterizado pelo fato do produto alimenticio compreender ndo mais do que

30 mM de cations metélicos selecionados de Na', K" e Ca**,

14. Encapsulado, caracterizado pelo fato de compreender um

ingrediente ativo contido em uma matriz compreendendo 0,5 — 95 % em peso
de polissacarideos anidnicos e 0,5 — 95 % em peso de peptideos, tendo uma
massa molecular dentro da faixa de 0,3-12 kDa, em que ditos peptideos
compreendem uma quantidade total de lisina, histidina e arginina entre 2,5 —
40 % em mol, com base na quantidade total de residuos aminoécidos
compreendidos em tais peptideos.

15. Uso de peptideos tendo uma massa molecular dentro da
faixa de 0,3 — 12 kDa e compreendendo uma quantidade total de lisina,
histidina e arginina entre 2,5 — 40 % em mol, com base na quantidade total de

residuos aminoacidos compreendidos nos peptideos, caracterizado pelo fato

ser para melhorar as caracteristicas de gelificagdo e viscosificagdo dos
polissacarideos ani6nicos.
16. Processo de preparacdo de uma composi¢do hidrocoloide,

caracterizado pelo fato de compreender hidrolisar uma composi¢do de

proteina a um tal grau que os peptideos, tendo uma massa molecular média
dentro da faixa de 0,3 — 12 kDa, sdo obtidos combinando-se dita composi¢do
proteica hidrolisada com polissacarideos anionicos, em uma rela¢io variando
de 1,0:15,0 a 15,0:1,0.

17. Composigdo hidrocoldide, caracterizada pelo fato de ser

obtenivel pelo processo como definido na reivindicagio 16.
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RESUMO

“COMPOSICOES HIDROCOLOIDE E AQUOSA GELIFICADA OU
ESPESSADA, PRODUTO ALIMENTICIO, ENCAPSULADO, USO DE
PEPTIDEOS, E, PROCESSO DE PREPARACAO DE UMA COMPOSICAO
HIDROCOLOIDE” |

De acordo com a presente invengdio, as composi¢des
hidrocoléides sdo fornecidas compreendendo polissacarideos aninicos, assim
como uma quantidade de material peptidico. Estas composi¢&es hidrocolédides
podem ser adequadamente usadas para gelificar e/ou viscosificar sistemas
aquosos. Interagdes entre ditos polissacarideos anidnicos e ditos peptideos em
sistemas aquosos resultam em redes de polimeros reticulados. De acordo com
a presente invengdo os peptideos sdo tipicamente obtidos hidrolisando-se
composi¢des proteicas e opcional e subseqiientemente isolando-se ou
purificando uma fragdo catidnica delas. O uso dos presentes sistemas aquosos
gelificados e/ou viscosificados em, por exemplo, produtos alimenticios,

bebidas, encapsulados e composi¢gdes farmacéuticas e/ou cosméticas &

descrito aqui.
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