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RESUMO – Neste trabalho, estudou-se a influência da 
ultrafiltração e da precipitação pelo ácido tricloroacético 
(TCA) sobre o perfil peptídico de hidrolisados de caseí-
na. Após esses tratamentos, os hidrolisados foram fra-
cionados pela CLAE-EM (cromatografia líquida de alta 
eficiência - exclusão molecular), seguida da quantifica-
ção dos peptídeos nas frações cromatográficas pelo mé-

todo rápido da Área Corrigida da Fração (ACF). Obser-
vou-se que esses tratamentos alteraram o perfil peptídi-
co, tendo reduzido os teores de di- e tripeptídeos da 
maioria das preparações enzimáticas. Algumas conside-
rações relacionadas às condições operacionais e à influ-
ência da hidrofobicidade dos peptídeos foram feitas, no 
intuito de explicar os resultados obtidos. 

TERMOS PARA INDEXAÇÃO: Hidrolisados de caseína, TCA, ultrafiltração, peptídeos. 

 
INFLUENCE OF PRECIPITATION AND ULTRAFILTRATION 
ON THE PEPTIDE PROFILE OF CASEIN HYDROLYSATES 

 
ABSTRACT – The effect of ultrafiltration and 
precipitation by TCA on the peptide profile of casein 
hydrolysates  was  studied.  After  these  treatments, the 
hydrolysates were fractionated by size-exclusion HPLC 
and the rapid Correct Fraction Area method was used for 
quantifying the peptides. These treatments changed the 

peptide profile having reduced the di- and tripeptide 
content of some enzymatic  preparations.  In  order  to  
explain  these results,  some  considerations concerning 
operational conditions and peptide hydrophobicity were 
made. 

INDEX TERMS: Casein hydrolysates, TCA, ultrafiltration, peptides. 

 
INTRODUÇÃO 

Os problemas nutricionais dos idosos, como a 
digestão e a absorção ineficientes das proteínas, vêm 
recebendo cada vez mais atenção por parte dos pesqui-
sadores. O emprego de hidrolisados protéicos nesse 
grupo e também na dieta de indivíduos com intolerância 
protéica ou deficiência enzimática tem sido considerado 
após a comprovação de que preparações contendo di- e 
tripeptídeos, provenientes da hidrólise parcial de proteí-
nas, são absorvidas mais eficientemente do que uma 

mistura equivalente de aminoácidos livres (Hara et al., 
1984; Keohane et al., 1985; Grimble et al., 1986).  

Na obtenção de hidrolisados protéicos, com perfil 
peptídico nutricionalmente adequado para incorporação 
em dietas especiais, devem ser considerados alguns pa-
râmetros, tais como a proteína de origem e o tipo de en-
zima empregado (Anantharaman & Finot, 1993). Além 
disso, é necessária a utilização de métodos específicos, 
visando à separação de peptídeos de cadeia longa, como 
também da proteína que não foi hidrolisada. 
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Nesse sentido, várias técnicas têm sido aplicadas 
para promover o enriquecimento dos hidrolisados em di- 
e tripeptídeos. Uma delas consiste no uso de agentes 
precipitantes, como o ácido tricloroacético (TCA), que 
permite a eliminação, total ou parcial, de proteínas e pep-
tídeos de elevado peso molecular presentes nos hidroli-
sados (Aristoy & Toldrá., 1991), e a taxa de precipitação 
depende do tipo de proteína e precipitante, bem como de 
suas respectivas concentrações (Greenberg & Shipe, 
1979; Yvon et al., 1989). Uma outra metodologia emprega 
membranas de ultrafiltração, com poros de dimensões 
variadas, que possibilitam a separação de peptídeos de 
acordo com o tamanho da cadeia (Deeslie & Cheryan, 
1988; Cheryan & Mehaia, 1990; Cheryan, 1998), assim 
como a recuperação de produtos de baixo peso molecu-
lar (Lacroix et al., 1983).  

Sendo assim, com este trabalho  objetivou-se ve-
rificar o efeito da precipitação pelo TCA e o emprego da 
ultrafiltração sobre o perfil peptídico de hidrolisados de 
caseína. Após esses tratamentos, os hidrolisados foram 
fracionados por CLAE de exclusão molecular e, para a 
quantificação dos peptídeos, empregou-se o método rá-
pido da Área Corrigida da Fração (ACF), desenvolvido 
anteriormente por Silvestre et al. (1994 a, b).  

 
MATERIAL E MÉTODOS 

 

Material 

O sistema de CLAE consistiu de uma bomba iso-
crática (série HP1100), um detector espectrofotométrico 
em UV-VIS acoplado a um computador com software 
HPchemstation (HP1100, Germany) com a coluna croma-

tográfica PHEA [poli-(2-hidroxietilaspartamida)-sílica] 
250 X 9,4 mm, tamanho da partícula de 5 µm e do poro de 
200 Å (PolylC, Columbia, MD). Foram utilizados liofiliza-
dor (Freezone ® 45, Labconco, EUA), centrífuga refrige-
rada de bancada (Jouan BR4, EUA) e concentrador de 
amostras Centrivap (Labconco, EUA). 

As enzimas tripsina de pâncreas bovino [tipo 
XIII, tratada com N-tosil-L-fenilalanina clorometilcetona 
(TPCK)], pepsina suína (P6887), subtilisina (carlsberg P-
5380, tipoVIII do Bacillus licheniformis) e a caseína bo-
vina (C7078) foram adquiridas da Sigma (St.Louis, MO). 
O ácido clorídrico e o ácido fórmico foram obtidos da 
Merck (Darmstadt, Germany) e o ácido tricloroacético 
(TCA), da Vetec (Duque de Caxias, RJ). Utilizou-se o 
sistema de ultrafiltração com corte de 5,000Da, 
UFV4BCC25 (Millipore, EUA). A água para uso no 
cromatógrafo foi purificada mediante da passagem pelo 
Sistema de Purificação de Água Aries (Vaponics, EUA). 
Todos os solventes usados no cromatógrafo foram 
cuidadosamente desgaseificados no banho de ultra-som, 
antes do uso.  

Métodos 

� Escolha das amostras 

Para este trabalho, foram utilizados os hidrolis a-
dos de caseína que apresentaram o melhor perfil peptí-
dico para dietas especiais em trabalhos anteriormente re-
alizados (Morato et al., 2000; Carreira et al., 2001) e que 
aqui foram denominados de H1, H2 e H3. As condições 
empregadas para o preparo desses hidrolisados estão 
apresentadas na Tabela 1. 

 
TABELA 1 – Parâmetros hidrolíticos empregados no preparo dos hidrolisados de caseína. 
 

Hidrolisados Enzimas presentes Temperatura (ºC) pH E:S (%) 

H1 Subtilisina (S) 40 7,5 S = 4,0 

H2 Tripsina (T) + Pepsina (P) 37 
7,5 

1,9 

T =  3,3 

P = 4,0 

H3 Subtilisina (S) + Tripsina (T) + Pepsina (P) 37 
7,5 

1,9 

S = 4,0 

T = 3,3 

P = 4,0 
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E:S: relação enzima:substrato 

 

� Fracionamento dos hidrolisados de caseína 

O fracionamento dos hidrolisados foi realizado 
por CLAE-EM em coluna PHEA, como descrito por  Sil-
vestre et al.  (1994b).  As  amostras  foram dissolv idas 
em uma concentração de 1% em solução de  ácido  fór-
mico  (0,05molesL-1)  e  cromatografadas à temperatura 
ambiente, sob condições isocráticas, a um fluxo de 
0,5mLmin-1, durante 35 min. A fase móvel foi filtrada a-
través de membrana de 0,45µm,  e  sonicada  imediata-
mente  antes  do  uso. A detecção dos picos cromatográ-
ficos foi efetuada em três comprimentos de onda: 230, 
280 e 300 nm. As amostras foram analisadas em triplica-
tas, e as frações foram separadas de acordo com o tempo 
de retenção, sendo: F1, de 13,7 a 18,2 min; F2, de 18,2 a 
21,7 min; F3, de 21,7 a 22,7 min; e F4, de 22,7 a 32 min. 

 
� Quantificação de peptídeos e aminoácidos li-

vres nos hidrolisados de caseína 

O método rápido da Área Corrigida da Fração 
(ACF), desenvolvido por Silvestre et al. (1994a, b),  foi 
utilizado para quantificar os peptídeos e aminoácidos li-
vres presentes nos hidrolisados de caseína. As amo s-
tras foram fracionadas e os valores da ACF calculados 
de acordo com a curva padrão estabelecida por Morato 
et al. (2000).  

 
� Precipitação pelo ácido tricloroacético (TCA) 

O TCA foi adicionado à solução de hidrolisado, 
de maneira a obter uma concentração final de 10% (p/v), 
sob vigorosa agitação. Posteriormente, centrifugou-se a 
570 x g durante 35 min a 25 ºC. O sobren adante obtido 
foi filtrado em papel de filtro qualitativo nº 1 (Whatman), 
e liofilizado.  

 
� Emprego da Ultrafiltração 

Inicialmente, preparou-se uma solução aquosa do 
hidrolisado (0,75g/100mL), que foi transferida para um 
tubo do sistema de ultrafiltração, previamente lavado 
com água, para retirada da glicerina lubrificante e outras 
impurezas. Centrifugou-se, em seguida, a 160 x g, por 30 
min. Transferiu-se, posteriormente, o ultrafiltrado (líqu i-
do da parte inferior do tubo) para o concentrador de a-
mostras, por um tempo suficiente para se obter a comple-
ta evaporação à temperatura de 45 ºC. O resíduo foi re-

cuperado na fase móvel (solução de ácido fórmico 
0,05molesL-1, para posterior fracionamento e quantifica-
ção por CLAE-EM.  

 
�  Análise Estatística 

Todas as determinações foram realizadas em tri-
plicata. Para a determinação das diferenças entre as mé-
dias, do conteúdo de aminoácidos das frações cromato-
gráficas dos hidrolisados de caseína, foram feitos a Aná-
lise Fatorial e o Teste de Duncan (Gomes, 1990). 

 
RESULTADOS E DISCUSSÃO 

�  Caracterização dos hidrolisados de caseína 

– Fracionamento por cromatografia líquida de alta 
eficiência –  exclusão molecular: o perfil cromatográfico 
do hidrolisado H1 a 230 nm está apresentado na Figura 
1. 

Conforme descrito anteriormente (Silvestre et al., 
1994a; Morato et al., 2000; Carreira et al., 2001), os hidro-
lisados protéicos foram separados em quatro frações por 
meio da CLAE-EM. A fração 1 corresponde aos grandes 
peptídeos contendo mais que 7 resíduos de aminoáci-
dos; a fração 2, de 4 a 7 resíduos (médios peptídeos); a 
fração 3, de 2 a 3 resíduos e a fração 4 contém os amino-
ácidos livres. Os últimos dois picos na fração F4 corres-
pondem à tirosina (pico Y) e ao triptofano (pico W). 

– Distribuição de tirosina e triptofano nas frações 
cromatográficas: para se ter uma idéia mais precisa do 
valor nutricional dos hidrolisados protéicos, avaliou-se a 
distribuição de tirosina e triptofano nas diferentes fra-
ções cromatográficas (Tabela 2), especialmente na fração 
F3, visto que di- e  tripeptídeos  representam  a  forma  
mais  facilmente assimilável desses dois aminoácidos. 
Além disso, considerando-se a baixa solubilidade da ti-
rosina livre, seria interessante a sua substituição em 
preparações dietéticas por di- e tripeptídeos contendo 
altos teores de tirosina solúvel (Furst et al., 1990). 

A distribuição foi estimada baseando-se nas á-
reas relativas dos dois resíduos a 230 nm. Observa-se na 
tabela 2 que a amostra original do hidrolisado H2 (tripsi-
na 3h + pepsina 2h) foi a mais vantajosa, apresentando 
os maiores teores de Tyr e Trp na forma de di- e tripeptí-
deos. Portanto, os tratamentos empregados, seja por 
precipitação pelo TCA ou por ultrafiltração, não contri-
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buíram para melhorar a distribuição desses aminoácidos nas frações cromatográficas. 
  

 

 

 

 

 

 

 

 

FIGURA 1 – Perfil cromatográfico do hidrolisado H1a 230 nm. F1: grandes peptídeos (> 7 resíduos de aminoácidos); 
F2: médios peptídeos (4 a 7 resíduos de aminoácidos); F3: di- e tripeptídeos; F4: aminoácidos livres. Y = tirosina; W =  
triptofano. 

 
TABELA 2 – Teores de tirosina (Tyr) e triptofano (Trp) presentes nas frações cromatográficas dos hidrolisados de 
caseína, a 230 nm.  
 

Frações cromatográficas (% área total) 
Hidrolisados Aminoácidos 

F1 F2 F3 F4 
H1 Tyr 

Trp 
29,01 
  5,31 

12,42 
16,03 

 0,27 
53,63 

        51,7 
10,49 

H1T Tyr 
Trp 

22,34 
18,11 

19,36 
29,58 

36,56 
13,49 

21,75 
39,62 

H1U Tyr 
Trp 

14,57 
26,21 

24,19 
30,20 

35,85 
12,79 

25,39 
30,79 

H2 Tyr 
Trp 

  9,54 
11,22 

 0,89 
 5,18 

65,17 
59,24 

24,39 
24,36 

H2T Tyr 
Trp 

 8,34 
22,21 

18,12 
17,65 

45,22 
24,61 

28,32 
35,53 

H2U Tyr 
Trp 

24,90 
27,69 

20,95 
22,42 

36,00 
25,12 

18,14 
24,76 

H3 Tyr 
Trp 

16,50 
 5,36 

19,27 
29,00 

33,07 
 5,12 

31,16 
60,52 

H3T Tyr 
Trp 

24,02 
13,93 

34,45 
 7,47 

28,80 
44,78 

17,13 
33,82 

H3U Tyr 
Trp 

24,30 
18,25 

14,70 
17,20 

29,10 
16,89 

31,92 
47,68 
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H1, H2 e H3: hidrolisados originais; H1T, H2T e H3T: após a precipitação com TCA; H1U, H2U e H3U: após a ultrafil-
tração. F1: grandes peptídeos (> 7 resíduos de aminoácidos); F2: médios peptídeos (4 a 7 resíduos de aminoácidos); F3: 
di- e tripeptídeos ; F4: aminoácidos livres.  

Precipitação pelo ácido tricloroacético (TCA) 

O efeito da precipitação pelo TCA sobre o perfil 
peptídico dos hidrolisados de caseína pode ser visto na 
Tabela 3.  

Pode-se observar que esse tratamento foi preju-
dicial para o valor nutritivo de todos os três hidrolisados 
estudados, tendo reduzido os teores de di- e tripeptí-
deos. No caso de H1 e de H3, houve, ainda, uma eleva-
ção da quantidade de grandes peptídeos e de aminoáci-
dos livres, respectivamente. 

O TCA pode ser usado como agente precipitante 
de proteínas e de peptídeos provenientes da hidrólise 
enzimática, e a sua eficiência em precipitar grandes pep-
tídeos foi relatada por Greenberg & Shipe (1979), uma 
vez que empregando-se esse ácido na concentração de 
10% para precipitar hidrolisado pepsínico parcial de al-
bumina de ovo, encontraram-se 79% de nitrogênio solú-
vel, contendo de 3 a 4 resíduos de aminoácidos. Neste 
estudo, foi utilizada uma coluna Sephadex (G100) para 
fracionar e estimar o tamanho dos peptídeos, a qual, se-
gundo alguns autores, apresenta inconvenientes, tais 
como, interações secundárias entre o soluto e o suporte 
e a ineficiência para separar p equenos peptídeos (Kopa-
ciewicz & Regnier, 1982; Verneuil et al., 1990; Lemieux et 
al., 1991; Golovchenko et al., 1992). Da mesma maneira, 

Addeo et al. (1992), ao utilizar TCA a 12% em um extrato 
do queijo Parmigiano-Reggiano (PR), fracionado em co-
luna C18, obtiveram um precipitado contendo peptídeos 
com mais de 40 resíduos de aminoácidos (~4.100Da), is o-
lando no sobrenadante apenas peptídeos de baixo peso 
molecular. Entretanto, pelos os resultados encontrados 
no presente trabalho, não se confi rmam essas descri-
ções, uma vez que o TCA reduziu o teor de grandes pep-
tídeos de apenas um dos hidrolisados analisados. Isso 
pode ser explicado, pelo menos em parte, pelo fato de 
que a precipitação de peptídeos pelo TCA não está rela-
cionada apenas ao tamanho da cadeia, mas é também 
fortemente influenciada pelo grau de hidrofobicidade 
dos peptídeos (Yvon et al., 1989). Deve-se ressaltar, ain-
da, que o suporte cromatográfico empregado no presen-
te trabalho foi extensivamente estudado anteriormente 
por Silvestre et al. (1994 a) e, ao contrário dos utilizados 
pelos autores citados acima, mostrou ser eficiente no 
fracionamento de peptídeos, de acordo com o tamanho 
da cadeia. Além disso, em nenhum dos relatos da litera-
tura foi observado o efeito da precipitação pelo TCA 
sobre o teor de di- e tripeptídeos. A redução apenas na 
quantidade de grandes peptídeos obtida pelos outros 
autores não apresenta uma garantia da qualidade nutri-
cional de hidrolisados protéicos (González-Tello et al., 
1994). 

 
TABELA 3 – Teores de peptídeos e aminoácidos livres das frações cromatográficas dos hidrolisados de caseína ori-
ginais e após o emprego da ultrafiltração e da precipitação com TCA. 
 

Perfil cromatográfico 
Hidrolisados de caseína 

Grandes peptídeos Médios Peptídeos Di- e Tripeptídeos Aminoácidos livres 

H1 15 a/1 46 a/2 36 a/3 4 a/4 

H1T 47 b/1 33 b/2 9 b/3 4 a/4 

H1U 32 b/1 29 b/1 11 b/2 29 b/1 

H2 42 a/2 14 a/2 16 a/3 20 a/4 

H2T 33 b/1 33 b/1 9 b/2 25 b/3 

H2U 18 b/1 42 b/2 12 b/3 27 b/4 

H3 17 a/1 33 a/2 33 a/2 15 a/1 

H3T 18 a/1 33 a/2 5 b/3 45 b/4 

H3U 13 b/1 23 b/2 9 b/3 55 b/4 
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H1, H2 e H3: hidrolisados originais; H1T, H2T e H3T: após a precipitação com TCA; H1U, H2U e H3U: após a ultrafil-
tração. Grandes peptídeos (> 7 resíduos de aminoácidos); médios peptídeos (4 a 7 resíduos de aminoácidos); di - e tripep-
tídeos: 2 a 3 resíduos ; aminoácidos livres. Os resultados representam a média das triplicatas. Médias indicadas por le-
tras iguais não diferem entre si (p < 0,05) na comparação de uma coluna. Médias indicadas por números iguais não di-
ferem entre si (p< 0,05) na comparação de uma mesma linha.  

Considerando-se a distribuição dos dois aminoá-
cidos aromáticos tirosina e triptofano na fração F3 
(Tabela 2), o uso do TCA foi apenas benéfico para H1 
em relação à tirosina, e para H3, em relação ao triptofano.  

 
Emprego da Ultrafiltração 

Este também não contribuiu favoravelmente para 
o perfil peptídico de todos os três hidrolisados estuda-
dos, uma vez que os teores de di- e tripeptídeos foram 
reduzidos, especialmente em H1 e H3 (Tabela 3). Além 
disto, houve um aumento na quantidade de aminoácidos 
livres nas três amostras analisadas, e esse mesmo efeito 
foi observado para os grandes peptídeos em H1. 

Esses resultados contradizem o trabalho de vá-
rios autores que têm utilizado o processo de filtração a-
través de membranas na recuperação de produtos de 
baixo peso molecular, produzindo, assim, hidrolisados 
protéicos de melhor valor nutricional, ricos em di- e tri-
peptídeos, e menor caráter antigênico (Olsen & Nissen, 
1979; Lacroix et al., 1983; Visser et al., 1992; Beresteijn et 
al., 1994).  

Duas patentes foram encontradas na literatura, 
visando à preparação industrial de hidrolisados protéi-
cos com elevado teor de di- e tripeptídeos, empregando-
se a ultrafiltração, seguida do fracionamento do ultrafil-
trado mediante cromatografia líquida de troca de ligantes 
(LE-HPLC). Na primeira, Chataud et al. (1988) prepararam 
vários hidrolisados protéicos, empregando duas enzimas 
bacterianas e a tripsina, isoladamente ou em associação, 
e utilizaram um sistema de ultrafiltração Pleiade equipado 
com membranas Iris capazes de eliminar os peptídeos 
com massa molecular superior a 10.000 ou 15.000 Da, ob-
tendo, assim, um ultrafiltrado de hidrolisado de caseína 
composto de 75% de di, tri e tetrapeptídeos, 25% de di-
peptídeos e 7% de aminoácidos livres. Na outra, diferen-
tes hidrolisados protéicos foram preparados empregan-
do-se três enzimas bacterianas (Loosen et al., 1991). A 
ultrafiltração, através de membranas orgânicas (Polysul-
fone) e mineral (cerâmica) foi, também, utilizada para se 
eliminar peptídeos de massa molecular sup erior a 10.000 
Da, originando um hidrolisado contendo 75% de di- e 
tripeptídeos, 20% de peptídeos com mais de 3 resíduos 
de aminoácidos e 5% de aminoácidos livres.  

A ausência de concordância dos resultados obt i-
dos no presente trabalho com os de outros autores justi-

fica-se, pelo menos em parte, pela diferença dos sistemas 
de ultrafiltração empregados e pelo suporte cromatográ-
fico utilizado para o fracionamento dos ultrafiltrados. 
Apenas Aristoy & Toldrá (1991) usaram um sistema de 
ultrafiltração semelhante, mas, com um corte de 
10.000Da, e sob uma maior rotação da centrífuga. 

Em relação à distribuição de tirosina e triptofano 
na fração F3 (Tabela 2), o uso da ultrafiltração foi vanta-
joso apenas para H1, em relação à tirosina, e para H3, em 
relação ao triptofano.  

 
Comparação entre a precipitação pelo TCA e a 
Ultrafiltração 

A comparação dos resultados obtidos com os 
dois tratamentos mostra uma ligeira vantagem da ultrafil-
tração sobre a precipitação com o TCA, para os hidroli-
sados H2 e H3, especialmente com relação aos teores de 
grandes peptídeos, que foram reduzidos, ao invés de 
aumentados (H2) ou sofreram um decréscimo mais acen-
tuado (H3). Para H1, entretanto, o emprego do TCA su-
perou, mesmo que seja por pouco, o da ultrafiltração, já 
que não alterou a quantidade de aminoácidos livres. 

Levando-se em conta que esses dois tratame ntos 
têm sido utilizados por outros autores, como citado ante-
riormente, para reduzir os teores de grandes peptídeos, a 
ultrafiltração mostrou ser o método de escolha. Entretan-
to, os dois procedimentos utilizados no presente traba-
lho também provocaram uma redução de di- e tripeptí-
deos, o que é indesejável do ponto de vista nutricional.  

Deve-se ressaltar que, em nenhum outro estudo 
relatado na literatura, o efeito desses dois tratamentos 
sobre o perfil peptídico de hidrolisados protéicos foi a-
bordado com a profundidade considerada no presente 
trabalho. 

 
CONCLUSÃO 

A precipitação pelo TCA e o emprego da ultrafil-
tração, nas condições aqui utilizadas, alteraram o perfil 
peptídico dos hidrolisados de caseína, tendo reduzido 
os teores de di- e tripeptídeos, na maioria das amostras 
analisadas. Esses resultados contradizem outros relatos 
da literatura, mas poderiam ser explicados, pelo menos 
em parte, pelo emprego de um sistema e/ou condição de 
ultrafiltração diferente dos utilizados por outros autores, 
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como também de um suporte cromatográfico eficiente no 
fracionamento de peptídeos, de acordo com o tamanho 
molecular, ao contrário dos anteriormente descritos. No 
caso do TCA, acrescenta-se que a hidrofobicidade das 
moléculas interfere nesse procedimento, levando à preci-
pitação de peptídeos com cadeias de tamanho variado. 
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