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RESUM O. Vários estudos tém relacionado a im portáncia 
nutricional dos hidrolisados proteicos ao seu teor em oligopeptídeos, 
especialmente, em di- e tripeptídeos. Assim, neste trabalho, alguns 
parámetros hidroliticos foram testados, utilizando-se a papaina, a 
firn de se obter hidrolisados de caseína com perfil peptídico 
adequado para uso em dietas especiáis. Os hidrolisados foram 
fracionados por cromatografía líquida de alta performance de 
exclusáo molecular (SE-HPLC) e, para a quantificaçào dos 
peptídeos, empregou-se o método rápido da Area Corrigida da 
Fraçâo (ACF). Dentre as cinco condiçôes de hidrólise estudadas, 
très deram origem a preparaçôes com perfis peptídicos 
nutricionalm ente sem elhantes. Entretanto, o emprego da 
temperatura de 37°C e da relaçâo enzima:substrato (E:S) de 2% 
indicou ser, provavelmente, esta a condiçâo economicamente mais 
viável para ser utilizada em escala industrial.
Palavras-chave: Dietas especiáis, hidrólise enzimàtica, caseína, 
peptídeos, papaína, qualidade nutricional.

SUMMARY. Characterization of peptide and aminoacid profile 
in casein hydro lysates. The nutritional quality o f  protein 
hydrolysates has been related in several reports to their di- and 
tripeptide contents. In the present work different hydrolytic 
conditions were tested using papain in order to prepare casein 
hydrolysates with a suitable peptide profile for being used in special 
diets. The hydrolysates were fractionated by size-exclusion HPLC 
and the rapid Correct Fraction Area method was used for quantifying 
the peptides. Among the five hidrolytic conditions studied, three 
of them gave rise to preparations having nutritionally similar peptide 
profiles. However, the use o f the tem perature o f 37°C and 
enzyme:substrate ratio (E:S) of 2% may probably be the most 
economical condition for industrial production.
Key words: Special diets, enzymatic hydrolysis, casein, peptides, 
papain, nutritional quality

IN T R O D U C T O

A introdugào na dieta de hidrolisados enzim áticos ricos 
em pequeños peptídeos pode ser importante, no sentido de 
propiciar urna m elhor utilizagao das proteínas, principalmente 
em determ inadas situagcies com o a que ocorre em individuos 
com intoleráncia à proteina ou em portadores de deficiencia 
enzimàtica ( 1,2). N este sentido, os hidrolisados protéicos tém 
sido utilizados, especialm ente nos países desenvolvidos, na 
fabricando de alim entos especiáis para diversos grupos, tais 
como os recém-nascidos prematuros, as criangas com  diarréia, 
gastroenterite, m á-absorgáo, fen ilcetonúria e, ainda, para 
pessoas com  alergia a  proteínas, visto que o decréscim o no 
tamanho dos peptídeos tem relagao direta com  a diminuigáo 
da im unogenicidade (3-5). A lém  disso, estes preparados 
enzimáticos podem  ser úteis na suplementagao dietética de 
idosos, na nutrigáo de esportistas, com o também , em dietas 
para controle de peso (6).

O valor nutricional dos hidrolisados depende da proteina 
de origem, do tipo de hidrólise (enzim àtica ou química) e do 
tamanho da cadeia peptídica. A  qualidade de urna proteína 
alimentar é fungáo da quantidade e do tipo de am inoácidos

em  su a  co m p o s ig á o , e s p e c ia lm e n te  dos e s s e n c ia is ,  
representando urna m edida da eficácia com  a qual pode ser 
utilizada pelo organism o. Urna proteína de alta qualidade 
contém  am inoácidos essenciais em  proporgoes aproxim adas 
áquelas que satisfazem as necessidades humanas (7). Assim, 
a caseína foi selecionada para o presente trabalho, devido ao 
seu alto valor nutricional, elevada susceptibilidade á agáo 
c a ta l í t ic a  de to d a s  as  p ro te a s e s  c o n h e c id a s  (8) e á 
d isp o n ib ilid a d e  no  m ercad o . A lém  d isso , a q u a lid ad e  
n u tr ic io n a l de h id ro lisa d o s  p ro té ico s  es tá  d ire tam en te  
relacionada ao seu perfil peptídico, urna vez que, segundo 
González-Tello (2), a com posigáo destas preparagoes deve 
apresentar elevados teores de di- e tripeptídeos e peptídeos 
com  m assa m olecular m édia de 500 D a, baixa porcentagem  
de peptídeos com  m assa m olecular m aior que 800 Da e de 
am inoácidos livres.

Sendo assim , tom a-se im portante utilizar um m étodo 
eficiente para o fracionam ento e a  quantificagáo de peptídeos 
e de am inoácidos livres dos hidrolisados protéicos, além  de 
se proceder á avaliagáo da distribuigao de certos am inoácidos 
na form a de em que sao m ais fácilm ente absorvidos pelo 
organism o (9,10).
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E ste  trab a lh o  teve com o ob je tivo  es tu d ar d ife ren tes 
condi$5es de h idró lise a fim  de se obter h idro lisados de 
caseína com perfil peptídico adequado para uso em dietas 
e sp ec iá is . P ara  is to , fo ram  te s ta d o s  v ário s  p arám etro s  
hidrolíticos em pregando-se a enzim a papaína.

M ATERIAL E M ÉTODOS  

M aterial
O sistem a de HPLC isocrático consistiu de urna bomba 

(sèrie H P 1100) e de um detector espectrofotom étrico em UV- 
VIS, acoplado a um com putador com software HPchemstation 
(Avondale, USA). Foi utilizada a coluna cromatogràfica [poli- 
(2-hidroxietilaspartam ida)-sílica - PHEA], 250 X  9,4 mm, 
5pm  e 200  Á (P o ly lC , C o lu m b ia , M D ). A  p ap a ín a  foi 
gentilm ente doada pela BIOBRÁS (M ontes Claros, Brasil). 
A caseína bovina (C7078) foi adquirida da Sigma Chemical 
(S t.L ou is , M O ). O ác ido  fó rm ico  foi o b tido  da M erck  
(Darm stadt, A lem anha). A água para uso no crom atógrafo 
foi purificada através da passagem pelo Sistema de Purificagao 
de Á gua Aries (Vaponics, EUA). As m em branas de celulose, 
u tilizad as p a ra  filtrando  das am ostras (0 ,20  pm ) e dos 
so lv e n te s  (0 ,4 5  p m ), fo ra m  a d q u ir id a s  da S a r to r iu s  
(Alem anha).

M étodos  

Preparo dos hidrolisados de caseína
oram preparados cinco hidrolisados protéicos. As soluqóes 

de caseína a 0,125g%  (p/v) em tam pao fosfato 0,01m ol/L 
(pH 6,5 e 7,5) foram, inicialm ente, pré-aquecidas em banho- 
m aria a 90°C por 30minutos. Posteriorm ente, a tem peratura 
foi ajustada para cada caso, e a papaína foi adicionada numa 
dada c o n c e n tra lo , de m aneira a obter a relagao E:S desejada. 
O tem po total de hidrólise foi de 5h. Os outros parám etros 
das reagñes es lio  apresentados na Tabela 1.

TABELA 1
Parám etros hidrolíticos em pregados no preparo dos 

hidrolisados de caseína pela papaína

Hidrolisados Temperatura
(°C)

pH E:S (%) Tempo (h)

HI 37 7,5 4 5
H2 37 7,5 2 5
H3 40 7,5 4 5
H4 37 6,5 4 5
H5 60 7,5 4 5

E:S = relaçâo enzima:substrato

Fracionam ento dos hidrolisados de caseína
O fracionam ento dos hidrolisados foi realizado por SE- 

HPLC, em coluna PHEA, com o descrito por Silvestre et al. 
(10). As amostras foram dissolvidas a urna concentraçâo de 
lg%  (p/v) em  soluçâo de ácido fórm ico 0,05m ol/L (pH 2,5) 
e crom atografadas à tem peratura am biente, sob condiçôes 
isocráticas, a um fluxo de 0,5m L/m in, durante 35 min. A 
fase móvel foi filtrada, através de m em brana de 0,45 ?m, e 
desgaseificada em banho de ultra-som, ¡mediatamente antes 
do uso. A detecçâo dos picos crom atográficos foi efetuada 
em très com prim entos de onda: 230, 280 e 300nm . As 
am ostras foram analisadas em triplicatas e as fraçôes foram  
separadas, de acordo com o tem po de retençâo, sendo F 1 , de 
14,4 a 18,9 min; F2, de 18,9 a 22,4 min; F3, de 22,4 a 23,4 
min; e F4, de 23,4 a 32,7min.

Q u antificaçâo  de p ep tíd eos e am in oácid os livres nos 
hidrolisados de caseína

O m étodo rápido da Á rea Corrigida da Fraçâo (ACF), 
desenvolvido por S ilvestre et al. (10), foi u tilizado  para 
quantificar os peptídeos e am inoácidos livres presentes nos 
hidrolisados de caseína. As am ostras foram fracionadas e os 
valores da ACF calculados, de acordo com a curva padráo 
estabelecida por M orato et al. (11).

Análise estatística
Todas as determ inaçôes foram  realizadas em triplicata. 

Para verificar a presença de efeitos significativos entre os 
d iferen tes tra tam en tos, fo i ado tado  o delineam en to  em 
Análise Fatorial 5x4 (hidrolisados x fraçôes cromatográficas). 
Para a determ inaçâo das d iferenças entre as m édias e o 
co n teú d o  de am inoác idos das fraçô es cro m a to g ráfica s  
dos h id ro lisa d o s  d e  c a se ín a  fo i re a liz a d o  o te s te  de 
Duncan (12).

RESULTADOS E DISCUSSÂO  

Caracterizaçâo dos hidrolisados de caseína  

F ra c io n a m e n to  p o r  c r o m a to g r a fía  líq u id a  de a lta  
eficiencia - exclusao m olecular (SE-HPLC)

O perfil crom atogràfico do hidrolisado H3, a 230 nm, 
está apresentado na Figura 1. Os hidrolisados protéicos foram 
se p a ra d o s  em  q u a tro  f ra ç ô e s , c o n fo rm e  d e s c r ito  
anteriorm ente por SILVESTRE et al. (9), M orato et al. (11) 
e C arre ira  (13). A fraçâo  1 co rresp o n d e  aos pep tídeos 
contendo mais que 7 residuos de am inoácidos; a fraçâo 2 de 
4 a 7 residuos; a fraçâo 3, de 2 a 3 residuos e a fraçâo 4 
contendo os am inoácidos livres. Os últim os dois picos na 
fraçâo 4 correspondent à tirosina (pico Y) e ao triptofano 
(pico W). Assim sendo, a técnica de SE-HPLC em pregada 
no presente trabalho, m ostrou ser eficiente na caracterizaçâo
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de hidrolisados protéicos, especialm ente nos casos em que o 
interesse está voltado para o fracionam ento de peptídeos de 
baixa massa molecular, ou seja, inferior a 1000 Da.

FIG U RA  1
Perfil crom atogràfico do hidrolisado H3 (4%, pH 7,5, 

40°C, 5h) a 230  nm. F1 : grandes peptídeos (> 7 residuos 
de am inoácidos); F2: m édios peptídeos (4 a 7 residuos de 

am inoácidos); F3: di- e  tripeptídeos; F4: am inoácidos 
livres. Y = pico da tirosina, W  = pico do triptofano
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D ife re n te s  té c n ic a s  tém  s id o  e m p re g a d a s  no 
fracionam ento de peptídeos de hidrolisados protéicos. A 
maioria refere-se a peptídeos com massa m olecular superior 
a 1000 Da. Dentre estes m étodos destacam-se a eletroforese 
em gel de poliacrilam ida - sodio dodecil sulfato (SDS-PAGE), 
a cromatografía de exclusáo m olecular (SEC), HPLC capilar 
e de troca de ligante (LE-HPLC) e a SE-HPLC (14- 18).

Entretanto, o em prego destas técnicas tem dem onstrado 
urna série de inconvenientes, tais com o interagbes secundárias 
(eletrostáticas ou h idrofóbicas) entre os solutos e a fase 
estacionária e a ineficiéncia para separar pequeños peptídeos 
(19-21). Outros autores, em pregando a SE-HPLC (14) ou a 
HPLC capilar (16), relataram  a dificuldade de separar os 
pep tídeos de aco rd o  com  o tam anho  da cadeia , tendo  
observado urna superposigáo de pesos moleculares.

D istr ib u ig á o  d e t ir o s in a  e tr ip to fa n o  ñ as frau d es  
crom atográficas

A fim de se ter urna idéia mais precisa do valor nutricional 
dos h id ro lisados p ro téicos, avaliou-se a d is trib u ig áo 'd e  
tirosina e triptofano ñas diferentes fragoes cromatográficas, 
especialm ente na fragáo F3 (Tabela 2), visto  que di- e 
tripeptídeos representam a form a mais fácilmente absorvida 
destes dois aminoácidos. Além disso, considerando-se a baixa 
so lu b ilid ad e  da tiro s in a  liv re , se ria  in te ressan te  a sua 
substituigáo em preparagoes dietéticas, por di- e tripeptídeos, 
contendo altos teores de tirosina solúvel (22).

TABELA 2
Distribuigáo de tirosina e triptofano (%) ñas fragoes 

crom atográficas dos hidrolisados de caseína

Fragoes crom atográficas
Hidrolisado Aminoácido Fl F2 F3 F4

Hl Tyr 19,31c 20,60b 49,93a 10,17d
Trp 19,30x 20,53w 50,0 lv 10,16z

H2 Tyr 13,99e 25,19a 32,33e 28,49a
Trp 13,97y 25,14v 32,38z 28,50v

H3 Tyr 20,32b 14,67c 36,44d 28,56a
Trp 20,38w 14,80x 36,40y 28,43w

H4 Tyr 13,92d 13,64e 47,33b 25,11c
Trp 13,94y 13,66z 47,28w 25,1 ly

H5 Tyr 20,98a 14,45d 38,78c 25,79b
Trp 20,93v 14,42y 38,87x 25,78x-

*Os valores representam a média das triplicatas. F l: grandes 
peptídeos (> 7 residuos de aminoácidos); F2: médios peptídeos (4 
a 7 residuos de aminoácidos); F3: di- e tripeptídeos; F4: aminoácidos 
livres. Os dados referem-se á porcentagem da área total das quatro 
fragoes, medida a 230nm. Médias indicadas por letras iguais nao 
diferem entre si a 5% de probabilidade na comparagáo de urna 
mesma fragáo para diferentes hidrolisados.

A  distribuigáo foi estim ada baseando-se ñas áreas relativas 
dos dois residuos a 230 nm. Com o apresentado na Tabela 2, 
o hidrolisado H1 foi o mais vantajoso, urna vez que contém 
teores mais elevados de tirosina e triptofano na form a de di- 
e tripeptídeos.

Comparagáo entre os diferentes tratam entos 
enzim áticos

Efeito da relagáo E: S
A influencia da relagáo E:S na agáo da papaína sobre a 

caseína pode ser avahada na F igura 2.
Observa-se que a alteragáo da relagáo E:S de 2% para 

4%  (h id ro lisa d o s  H 2 e H l ,  re sp e c tiv a m e n te ) , a lte ro u  
s ig n if ic a t iv a m e n te  o c o n te ú d o  d e  to d a s  as f ra g d es  
cromatográficas, produzindo um perfil peptídico de qualidade 
nutricional inferior. H ouve dim inuigáo dos níveis de di- e 
tripeptídeos, assim com o aum ento do teor de am inoácidos 
livres e  médios peptídeos. A única alteragáo vantajosa, do 
p on to  de v ista  nu tric io n al, re fe re -se  ao decrésc im o  no 
conteúdo de grandes peptídeos (Tabela 3). Considerando-se 
que a papaína apresenta baixa especificidade, esta redugáo 
expressiva na q u an tid ad e  de di- e tr ip ep tíd eo s náo era 
esperada. O aum ento da E:S, ao invés de prom over a quebra 
dos grandes e médios peptídeos a di- e tripeptídeos, levou á 
clivagem  destes a am inoácidos livres. Isto  poderia  estar 
associado, pelo menos em parte, ao fato de que a 2%, houve
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apenas pequeña form açâo de di- e tripeptideos contendo 
fenilalanina com o segundo am inoácido a partir da porçâo 
carboxi-term inal os quais, de acordo com Lenier (23) e Reed 
(24), nâo serviriam de substrato para a açâo desta enzima.

FIGURA 2
Açâo isolada da papaina: efeito da relaçâo E:S. HI : 4%;

H2:2%  FI : grandes peptideos (> 7 residuos de 
am inoácidos); F2: médios peptideos (4 a 7 residuos de 
aminoácidos); F3: di- e tripeptideos; F4: aminoácidos 

livres. Os resultados representam  a média das triplicatas. 
M édias indicadas por letras iguais nâo diferem entre si a 

5% de probabilidade na com paraçâo de urna mesma fraçâo 
para diferentes hidrolisados. M édias indicadas por números 

iguais nâo diferem entre si a 5% de probabilidade na 
com paraçâo de diferentes fraçôes de um hidrolisado
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TABELA 3
Teor de peptideos e de am inoácidos livres (% nmoles) das 

fraçôes crom atográficas dos hidrolisados testes

Hidrolisados Fraçôes
Fl F2 F3 F4

Hl 37,13c/l 25,07c/2 9,01c/3 28,79a/2
H2 53,29a/l 19,99d/2 19,96a/2 6,76b, c /3
H3 33,23d/2 41 ,46a/l 14,94b/3 10,37b/4
H4 52,68a/l 36,65b/2 8,91 c/3 1,76d/4
H5 42,24b/1 40,60a/l 12,10b, c /2 5,06c, d! 3

Os valores sao apresentados em nmoles% (porcentagem do número 
de nmóles das quatro fraçôes). Os resultados representam a média 
das triplicatas. Médias indicadas por letras iguais nâo diferem entre 
si a 5% de probabilidade na comparaçâo de urna mesma fraçâo 
para diferentes hidrolisados. Médias indicadas por números iguais 
nâo diferem entre si a 5% de probabilidade na comparaçâo de 
diferentes fraçôes de um hidrolisado. F l: grandes peptideos (> 7 
residuos de aminoácidos); F2: médios peptideos (4 a 7 aminoácidos); 

F3: di- e tripeptideos; F4: aminoácidos livres.

Este efeito da papaína sobre o perfil peptídico foi mais 
prejudicial do que o da pepsina, urna vez que Carreira (13), 
variando a relagáo E:S ñas m esmas proporgóes, nao observou 
alteragoes significativas nos conteúdos das fragoes F l ,  F2 e 
F4 e, a inda, ob teve urna elevagáo  nos n ív e is  de d i- e 
tripeptídeos.

Com parando-se a agáo da papaína com a da subtilisina, 
observa-se que o segundo tratam ento foi bem superior, do 
ponto de vista nutricional. Assim, M orato et a l.(  11), ao passar 
a E:S de 2% para 4%, obtiveram um decréscim o dos teores 
de grandes peptídeos e am inoácidos livres, bem  com o um 
aum ento do conteúdo de médios peptídeos e tam bém  de di- 
e tripeptídeos.

Estes resultados contradizem  a afirmativa de González- 
tello (2) de que urna alteragáo na relagáo E:S nao exerce 
qualquer influencia na distribuidlo de peptídeos ñas fragoes 
cromatográficas de hidrolisados protéicos. Existem  relatos 
na literatura que confirmam esta observagáo. Assim , Freitas 
e t a l. (3 ) nao  o b tiv e ra m  urna a l te ra g á o  do  p e rf il 
crom atográfico de um hidrolisado de caseína, ao aum entar 
de 3,7 vezes a concentragáo de pancreatina. Segundo os 
autores, este lim ite aparente na hidrólise da caseína, pode 
estar relacionado, pelo m enos em parte, á sua seqüéncia de 
aminoácidos e a especificidade da enzim a em pregada. Apesar 
des tes  re su ltad o s  es ta rem  de a c o rd o  com  o re la to  de 
González-tello (2), urna explicagáo para isso seria a de que 
os suportes cromatográficos, em pregados por estes autores, 
foram ineficientes para a separagáo de peptídeos, de acordo 
com o tam anho da cadeia, especialm ente de di- e tripeptídeos 
(20, 25).

T o d av ía , os re s u lta d o s  a p re s e n ta d o s  p o r  o u tro s  
pesquisadores estáo de acordo com os obtidos no presente 
trabalho, bem como os de Carreira (13) e M orato et al. (11). 
Assim, Loosen et al. (26) testaram  o em prego da subtilisina 
na hidrólise da caseína, variando-se a relagáo E:S de 1 a 4%, 
sendo que os melhores resultados foram obtidos empregando- 
se a relagáo E:S de 2%, levando á obtengáo de um hidrolisado 
co n ten d o  75%  de d i- e tr ip e p tíd e o s  e ap e n as  5%  de 
am inoácidos livres.

Com relagáo á distribuigáo de tirosina e triptofano (Tabela
2), a alteragáo na relagáo E:S de 2%  para 4%  (H2 e H l, 
respectivamente) foi vantajosa, pois aum entou o conteúdo 
de am bos am inoácidos na form a de di- e tripeptídeos. Ao 
prom over esta m esm a alteragáo em pregando a subtilisina 
p ara h id ro lisa r a caseína, M orato  et al. (11) obtiveram  
resu ltad o s sem elhan tes. P or ou tro  lado , C a rre ira  (13), 
utilizando a pepsina, observou que este aum ento na relagáo 
E:S reduziu o conteúdo de tirosina e triptofano na fragáo 
F3.
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Efeito da te m p e ra tu ra
O efeito da tem peratura na açâo da papaína sobre a caseína 

está representado na Figura 3.

FIGU RA 3
Açâo isolada da papaína: efeito da temperatura. H 1: 37°C; 
H3: 40°C; H5: 60°C. F l:  grandes peptídeos (> 7 residuos 
de aminoácidos); F2: médios peptídeos (4 a 7 residuos de 

aminoácidos); F3: di- e tripeptídeos; F4: aminoácidos 
livre. Os resultados representam a média das triplicatas. 
Médias indicadas por letras iguais nao diferem entre si a 

5% de probabilidade na com paraçâo de urna mesma fraçâo 
para diferentes hidrolisados. M édias indicadas por 

números iguais nao diferem  entre si a 5% de probabilidade 
na comparaçâo de diferentes fraçôes de um hidrolisado.

F1 F2 F3 F4

Frapóes cromatográficas

1 H1 @H3 " uH 5

Observa-se que a variaqáo da tem peratura de 37°C para 
40°C (hidrolisados H1 e H3, respectivamente) produziu urna 
elevagáo nos teores de di- e tripeptídeos, além de reduzir os 
níveis de am inoácidos livres e de grandes peptídeos (Tabela
3). Este efeito da papaína sobre a caseína foi diferente daquele 
da pepsina, urna vez que Carreira (13) mostrou que, ao passar 
de 37°C para 40°C, nao houve alteraqáo nos teores de di- e 
tripeptídeos, com o também nos de am inoácidos livres.

O aumento da tem peratura de 40°C para 60°C (H3 e H5, 
respectivamente), produziu um perfil peptídico ligeiramente 
inferior, do ponto de vista nutricional. Se por um lado obteve- 
se urna queda expressiva (cerca de 50% ) na quantidade de 
aminoácidos livres, por outro este tratamento elevou os teores 
de grandes peptídeos e provocou urna pequeña reduqáo nos 
níveis de d i- e tr ip e p tíd e o s . V erifica -se  que, en tre  os 
tratamentos realizados, o em prego de tem peratura de 40°C 
foi o mais vantajoso, do ponto de vista nutricional, pois 
permitiu a obtenqao de um hidrolisado apresentando o melhor 
perfil peptídico para ser em pregado em dietas especiáis, como

descrito por González-tello (2). Ressalta-se, ainda, que neste 
caso também, a aqáo da papaína sobre a caseína produziu 
melhores resultados do que a da pepsina, urna vez que ao 
passar de 40° para 60°C, esta enzim a nào contribuiu para 
reduzir os teores de am inoácidos livres (13).

O efeito da elevaqao da tem peratura (de 40°C para 50°C) 
sobre o perfil peptídico de hidrolisados de caseína obtidos 
pela aqao da subtilisina foi, também, estudado recentemente. 
Assim , M orato et al. (11) m ostraram  que o em prego da 
tem peratura acima de 40°C foi prejudicial do ponto de vista 
n u tric ional, tendo  ob tido  resu ltados sem elhan tes ao do 
presente trabalho, ao se passar de 40°C para 60°C.

Chataud et al. (1) e Loosen et al. (26) recom endam  o 
em prego de temperaturas superiores a 50°C para o preparo 
de h id ro lisa d o s  ricos em  d i- e tr ip e p tíd e o s , usando  a 
subtilisina. De acordo com estes autores, isto poderia reduzir 
o tem po de h idrólise, sem desnaturaqáo significativa da 
enzima, e minimizar a contaminaqáo m icrobiana. Entretanto, 
os resultados aqui apresentados, assim com o os obtidos por 
M orato et al. (11) e Carreira (13), m ostraram o contràrio, 
urna vez que o emprego de temperaturas superiores a 40°C 
foi prejudicial para o perfil peptídico dos hidrolisados. Este 
tratamento somente foi benéfico para a tirosina, que teve seu 
teor elevado 5 vezes na fraqào F3, ao se passar de 40 °C para 
50 °C e em pregando-se a subtilisina para hidrolisar a caseina 

( 11)
Com relaqào à d is tr ib u i to  de tirosina e triptofano nas 

fra q ò es  c ro m a to g rá f ic a s  (T a b e la  2), o em p re g o  de 
temperaturas superiores a 37°C prejudicou o perfil peptídico. 
Assim, ao passar de 37°C (H I) para 40°C (H3) e de 40°C 
para 60°C (H5) observou-se urna reduqào e um aum ento nos 
teores destes am inoácidos na fraqào F3, respectivam ente. 
Entretanto, este aumento observado para H5 nao foi suficiente 
para aproxim ar dos valores encon trados em H l.  E feito  
semelhante foi obtido pela aqáo da pepsina, em pregando-se 
a m esm a variaqao da tem peratura de hidrólise da caseína 
(13).

E feito  do pH
A influencia do pH na aqáo da papaína sobre a caseína 

está representada na Figura 4.
Observa-se que o em prego destes dois valores de pH, 

situados na faixa ótim a de atuaqáo da papaína (6,0 e 7,5) 
(27), produziu algum as diferenqas significativas no perfil 
peptídico. O hidrolisado obtido no pH 6,5 (H4) m ostrou-se 
ligeiram ente superior, do pon to  de v ista nu tric ional, ao 
preparado no pH 7,5 (H l). Ambos hidrolisados apresentaram 
os mesmos teores de di- e tripeptídeos. Mas, se por um lado 
o teor de grandes peptídeos de H l é inferior ao de H4, a 
quantidade de am inoácidos livres neste hidrolisado reduziu 
quase seis vezes em relaqáo a H l.
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FIGURA 4
Açâo isolada da papaína: efeito do pH. H l: pH = 7,5; H4: 

pH = 6,5. F1 : grandes peptídeos (> 7 residuos de 
am inoácidos); F2: médios peptídeos (4 a 7 residuos de 

am inoácidos); F3: di-e tripeptídeos; F4: aminoácidos 
livres. Os resultados representam a m édia das triplicatas. 
M édias indicadas por letras iguais nao diferem entre si a 

5% de probabilidade na com paraçâo de urna mesma fraçâo 
para diferentes hidrolisados. M édias indicadas por 

núm eros iguais nao diferem entre si a 5% de probabilidade 
na com paraçâo de diferentes fraçôes de um hidrolisado
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Este efeito da influencia do pH sobre o perfil peptídico 
de hidrolisados protéicos, sem pre verificado na faixa ótima 
de agáo das enzimas, já  foi relatado anteriormente. Assim, 
M orato et al. (11) m ostraram que o hidrolisado de caseína 
obtido pela sublilisina , em  pH  7,5, foi nu tricionalm ente 
superior áquele preparado em pH 8,0, já  que apresentou maior 
teor de di- e tripeptídeos, bem como menor quantidade de 
grandes peptídeos e aminoácidos livres. De forma semelhante, 
Carreira (13) verificou urna alteraqáo do perfil peptídico, ao 
reduzir o pH da hidrólise de 2,5 para 1,9, em pregando a 
pepsina. Do ponto de vista nutricional, esta alteragáo foi 
benéfica, pois elevou os teores de di- e tripeptídeos e reduziu 
o conteúdo de grandes peptídeos, nao tendo sido observadas 
diferenqas significativas entre as quantidades de m édios 
peptídeos e de am inoácidos livres.

A distribuigáo de tirosina e triptofano (Tabela 2) foi afetada 
pela variagáo do pFI da hidrólise. O m elhor resultado foi 
obtido no pH 7,5, visto que o hidrolisado H l apresentou os 
teores mais elevados destes am inoácidos na forma de di- e 
tripep tídeos. R esu ltados sem elhan tes foram  obtidos por 
M orato et al. (11) que, ao testarem diferentes valores de pH 
den tro  da fa ix a  ó tim a de a§áo da su b tilis in a , tam bém  
observaram  diferengas en tre  os conteúdos de tiro sin a  e 
triptofano na fragao F3, obtendo m elhor distribuigáo destes 
am inoácidos em pH 6,5 e 8,0. Da mesma forma, Carreira

(13), alterando o pH dentro da faixa ótim a de açâo da pepsina, 
encontrou diferentes resultados em relaçâo à distribuiçâo de 
tiro s in a  e tr ip to fa n o . A ssim , m a io r  c o n te ú d o  d esfe s  
am inoácidos aromáticos na form a de di- e tripeptídeos foi 
observado quando o pH aumentou de 1,9 para 2,5.

O conjunto dos resultados apresentados neste item pode 
ser, provavelm ente, explicado pela carga dos residuos de 
am inoácidos ñas m oléculas das enzim as e da caseína em 
diferentes valores de pH, afetando a d isponib ilidade das 
lig a ç ô e s  p e p t íd ic a s  ao a ta q u e  e n z im à tic o  e, 
consequentem ente, alterando os produtos obtidos, com o 
relatado anteriorm ente por M orato et al. (11).

S íntese dos resu ltados ob tidos pela açâo  d a  p a p a ín a
Considerando a afirmativa de González-Tello et al. (2), 

dentre os hidrolisados preparados, pode-se concluir que H2, 
H3 e H5 apresentaram as melhores características para serem 
usados em dietas especiáis, ou seja, m aior teor de di- e 
tripeptídeos (F3) e peptídeos com m assa m olecular m édia 
de 500 Da (F2 + F3), a m enor porcentagem  de peptídeos 
com massa m olecular maior que 800 Da (F l) , bem com o 
nivel mais baixo de am inoácidos livres (F4).

A escolha do m elhor dentre estes très hidrolisados para 
ser preparado em larga escala dependería de urna avaliaçâo 
económ ica . E n tre ta n to , a p rin c ip io  tudo  in d ic a  qu e  o 
hidrolisado H2 seria o escolhido, urna vez que no seu preparo 
foram em pregados os menores valores de tem peratura (37C°) 
e da relaçâo E:S (2%), condiçoes que devem ser vantajosas 
para urna produçâo em escala industrial.

A lguns parám etros hidrolíticos, tais com o o tem po de 
reaçâo, poderiam ainda, ser alterados, na busca de um m elhor 
perfil peptídico. Entretanto, deve-se estar consciente de que 
ac im a de 5h de h id ró lise , o r isco  de co n tam in aç âo  é 
considerável (1, 26).

C O N C L U SÂ O

A açâo da papaína foi mais eficiente na produçâo de di- 
e tripeptídeos quando se empregou urna relaçâo E:S de 2%, 
pH  7,5 e te m p e ra tu ra  de 37°C  (H 2 ). C om  re la ç â o  à 
d istribu içâo  de tiro sina  e tr ip to fano , na fo rm a de di- e 
tripep tídeos, os m elhores resu ltados foram  obtidos nos 
m esm os valores de pH e tem peratura, mas nesse caso foi 
necessàrio em pregar urna relaçâo E:S de 4% (H l).
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