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1 – INTRODUÇÃO

Usualmente são empregadas fórmulas sintéticas
constituídas de misturas de aminoácidos livres ou hi-
drolisados protéicos contendo peptídios de baixo peso
molecular, de preferência di e tripeptídios, para o tra-
tamento clínico de pacientes que apresentam compli-
cações gastrointestinais, desnutrição decorrente de pro-
cessos tumorais, queimaduras ou outros traumas,
diarréia aguda ou crônica, alergias alimentares, ou de-
sordens no metabolismo de aminoácidos, como na fe-
nilcetonúria [8, 10, 18, 30, 31, 37].

Na alimentação enteral dá-se preferência aos hi-
drolisados protéicos, ricos em peptídios de baixo peso
molecular, devido à excelente absorção gastrointesti-
nal e a sua baixa osmolalidade, sendo estes melhor
utilizados pelo organismo do que as proteínas intactas
ou os aminoácidos livres [2, 4, 39, 44].

Um outro campo de estudo e de aplicação para os
hidrolisados protéicos é a obtenção de peptídios pe-
quenos, biologicamente ativos, os quais podem desem-
penhar várias funções, regulando ou inibindo a ativida-
de enzimática, atuando como antibióticos, hormônios,
agentes antivirais e antibacterianos ou imunomodula-
dores [19, 35].

A aplicação dos hidrolisados varia em função da dis-
tribuição do peso molecular dos peptídios. Assim,
peptídios com pesos moleculares entre 5 e 20kDa são
utilizados geralmente como fontes de nitrogênio, em
alimentos para fins especiais e suplementos alimen-
tares para adultos. Já, peptídios com pesos molecula-
res menores que 5kDa são oriundos de proteínas alta-
mente hidrolisadas sendo freqüentemente utilizados
em formulações hipoalergênicas [29].

Formulações à base de hidrolisados protéicos com
alto teor de aminoácidos ramificados (ACR), valina, leu-
cina e isoleucina, e com um baixo conteúdo em aminoá-
cidos aromáticos (AA), fenilalanina e tirosina, podem ser
empregadas com sucesso no tratamento dietético de
pacientes com lesões hepáticas crônicas, incluindo a
encefalopatia hepática. Observou-se que uma relação
ACR/AA, denominada de “Relação de Fischer” maior que
3,0 contribui para melhoria significativa no quadro clíni-
co dos pacientes, atribuída à normalização da concen-
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RESUMO
Hidrolisados enzimáticos são utilizados no tratamento clínico de pacientes com dificuldade em digerir e absorver proteínas, sendo
preferidos em relação às misturas de aminoácidos livres. Neste trabalho foram caracterizados quimicamente seis hidrolisados de minced
de pescado, obtidos pelo emprego de diferentes sistemas enzimáticos, quanto à extensão da hidrólise, distribuição de peso molecular
dos peptídios, composição química e perfil de aminoácidos. A hidrólise resultou na solubilização de 63,4 a 94,2% das proteínas, sendo
esta diretamente proporcional ao grau de hidrólise e dependente do sistema enzimático e das variáveis do processo (relação enzima/
substrato e atividade enzimática). A composição dos hidrolisados atendeu à recomendação de ingestão dietética para aminoácidos
essenciais, tanto para crianças como para adultos. A relação entre a concentração de aminoácidos ramificados e aromáticos (Relação de
Fischer) resultou em valores superiores a 3,5 indicando que os hidrolisados obtidos podem ser úteis para a manutenção dietética de
pacientes com doenças hepáticas crônicas. Os hidrolisados forneceram peptídios com pesos moleculares bem definidos, destacando-se
o obtido com pepsina e protease de Streptomyces griseus, que apresentou 57% de peptídios menores do que 3 kDa, adequado para o
uso em formulações hipoalergênicas.
Palavras-chave: minced de peixe; hidrolisados enzimáticos; ultrafiltração; composição em aminoácidos.

SUMMARY
CHARACTERIZATION OF ENZYMATIC FISH HYDROLYSATES. Enzymatic hydrolysates have been used in the clinical treatment of
patients with protein digestion and absorption impairment and have been preferred to mixtures of free amino acids. In this present
work, six protein hydrolysates of minced fish, obtained by distinct enzymatic systems were characterized regarding the extent of
hydrolysis, distribution of molecular size of peptides, chemical composition and amino acids profiles. The hydrolysis resulted in
solubilization of 63,4% to 94,2% of proteins according to the enzymes used and process variables (enzyme substrate ratio and enzyme
activity) and was proportional to the degree of hydrolysis. The composition of all the hydrolysates attends the dietary reference intakes
for essential amino acids established for adults and infant nutrition. The ratio between the concentration of branched chain and
aromatic amino acids (Fischer Ratio) was higher than 3,5 indicating that the hydrolysates obtained could be useful for dietetic
management of patients with chronic liver diseases. The hydrolysates were composed of peptides with fairly defined molecular weights,
highlighting the hydrolysate obtained by pepsin and Streptomyces griseus protease which showed a high percentage (57%) of peptides
smaller than 3kDa suitable for use in hypoallergenic formulas.
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tração plasmática de aminoácidos e à manutenção de
um aporte protéico adequado [1, 7, 14, 15, 42].

As proteínas mais comumente usadas para a pro-
dução de hidrolisados protéicos são as derivadas do
leite (caseína, lactoalbumina e as proteínas do soro),
soja, carne e pescado [17, 23].

As proteínas musculares do pescado apresentam a
vantagem de possuírem um elevado valor biológico, de-
corrente de uma alta sensibilidade à hidrólise e de uma
composição balanceada em aminoácidos, particularmen-
te daqueles que costumam ser os limitantes em pro-
teínas de origem vegetal, como a metionina e a cisteína.
Outra vantagem do uso de pescado é o fato das espé-
cies utilizadas serem pouco adequadas para filetagem
e de menor valor comercial [6].

A hidrólise enzimática por ser realizada em condi-
ções brandas e controladas, garante a manutenção da
qualidade nutricional dos hidrolisados e um perfil pep-
tídico definido e reprodutível. O grau de hidrólise (GH)
é o parâmetro utilizado para comparar hidrolisados
protéicos entre si [3, 23, 28, 39].

A separação de frações peptídicas por faixas de pe-
sos moleculares é realizada comumente por processos
de ultrafiltração (UF), utilizando-se membranas de ex-
clusão molecular [7, 9, 34, 36]. O processo de ultrafil-
tração é mais simplificado e de menor custo que a se-
paração cromatográfica na produção em larga escala de
frações peptídicas com caracterísicas desejáveis [22].

No presente trabalho foram obtidos e caracteriza-
dos seis hidrolisados enzimáticos de minced de pesca-
do, no que diz respeito a aspectos químicos, físico-quí-
micos e nutricionais.

2 – MATERIAL E MÉTODOS

2.1 – Material

2.1.1 – Minced de pescado

Foi produzido pela TAKAKI Cia. Ltda.(Suzano, SP),
a partir da mistura de duas espécies de água salgada –
Maria Luíza (Paralonchurus brasiliensis) e Perna-de-Moça
(Cynoscion sp) e Camarão-rosa (Penaus brasiliensis e
Penaus pauliensis), sem exoesqueleto, pele e vísceras,
lavado com água (três ciclos de lavagens), prensado para
a remoção da água e sem adição de crioprotetores. A
proporção entre as espécies não obedeceu a uma rela-
ção fixa, sendo feita de acordo com a oferta comercial,
tendo havido sempre predominância de “Maria Luiza”.

As amostras foram homogeneizadas (OMNI TH-30000
rpm, Gainesville, USA), liofilizadas (Supermodulyo E-C,
Crawley, UK) e mantidas a –15ºC até o momento de uso.

2.1.2 – Reagentes

As enzimas, protease fúngica de Aspergillus oryzae
tipo II (0,6U/mg sólido), pepsina (mucosa de estômago
de porco, 1:60000, 2100-2800U/mg sólido), pepsina
(mucosa de estômago de porco, 1:10000, 800-2500U/mg

proteína), protease bacteriana de Streptomyces griseus
(tipo XIV, 4U/mg sólido), α-quimotripsina (pâncreas bo-
vino, tipo II, 40-60U/mg proteína) e bromelina (extraída
de abacaxi, 1190U/mg sólido), foram adquiridas da Sigma-
Aldrich Co. (St. Louis, USA). Todos os demais reagentes
utilizados foram de grau analítico.

2.2 – Métodos

2.2.1 – Hidrolisados enzimáticos

Foram preparados seis hidrolisados, em triplicata,
segundo DE MIRA [12]. O minced liofilizado foi ressus-
penso em água destilada (1:20, p/v) e submetido a tra-
tamento térmico em banho-maria fervente por 30 mi-
nutos, para a desnaturação de proteínas e inativação
de enzimas endógenas ainda presentes, sendo em se-
guida, resfriado em banho-de-gelo. A hidrólise foi reali-
zada utilizando sistemas seqüenciais de duas enzimas
com especificidades diferentes, de modo que, pelo me-
nos uma delas fosse específica para aminoácidos aro-
máticos (pepsina, bromelina e α-quimotripsina) e a
outra, com menor especificidade. As hidrólises foram
realizadas nas condições ótimas de temperatura e pH
para cada enzima, conforme a Tabela 1. O pH foi ajusta-
do com soluções de NaOH 1 N ou HCl 1N antes da
hidrólise.

TABELA 1. Sistemas enzimáticos de hidrólise.

aRelação enzima:substrato (p/p); bpH ótimo das enzimas: pepsina (2,0), bromelina
(4,5), quimotripsina (8,0), Aspergillus oryzae (8,0) e Streptomyces griseus (6,0);
cTemperatura utilizada para a ação de cada uma das enzimas; dTempo total de
hidrólise igual a 5 horas, correspondente a 3 horas para a pepsina e as duas horas
subseqüentes para as demais enzimas.

Durante a hidrólise, as amostras foram mantidas
sob agitação lenta (110rpm/min) em agitador de fras-
cos (Julabo, SW 20, Seelbach, Ger). As enzimas utili-
zadas nas primeiras três horas de hidrólise foram a
pepsina 1:10.000 ou a pepsina 1:60.000. As demais fo-
ram acrescentadas após a ação da pepsina, alterando-
se o pH e a temperatura para as condições ideais da
segunda enzima (Tabela 1). Após cinco horas, a hidróli-
se foi interrompida por aquecimento em banho-maria
fervente, por 10min, para a inativação das enzimas. Os
hidrolisados foram centrifugados (13292 x g, por 40min,
centrífuga Sorvall, RC-5B, Newtown, USA) e os sobre-
nadantes liofilizados e armazenados a –18°C, até o
momento das análises. Os precipitados foram secos
em estufa ventilada a 60°C, analisados quanto ao teor
de nitrogênio, calculando-se a partir deste dado, a por-
centagem de proteína recuperada. A porcentagem de

En zimas Condições 
 [E]: [S] a pH b T °C c Tempo(h) d 

H1- Pepsina 1:10.000/ Bromelina 1:100 2,0 / 4, 5 45/45 3 / 2 

H2- Pepsina 1:60.000/ Bromelina 1:100 2,0 / 4, 5 45/45 3 / 2 

H3- Pepsina 1:10.000/ Quimotripsina 1:100 2,0 / 8, 0 37/45 3 / 2 

H4- Pepsina 1: 10.000/ ���������	�
���
��
 1:100 2,0 / 8, 0 37/45 3 / 2 

H5- Pe psina 1:60.000/ ������������
�����	�
 1:100 2,0 / 6, 0 37/37 3 / 2 

H6- Pepsina 1:10.000 /
������������
�����	� 1:100 /1:200 2,0 / 6, 0 37/37 3 / 2 
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proteína recuperada foi determinada pela quantifica-
ção do nitrogênio no precipitado.

2.2.2 – Grau de hidrólise

O grau de hidrólise (GH) foi definido como sendo o
número de aminoácidos livres formado durante o rom-
pimento das ligações peptídicas, em relação ao número
total de aminoácidos existente na amostra, como apre-
sentado pela equação:

GH (%) = [(equivalentes leucina após hidrólise en-
zimática / equivalentes leucina na amostra após hi-
drólise ácida total) x 100] [21, 25].

2.2.3 – Peso molecular das frações peptídicas

A separação das frações peptidícas por faixa de peso
molecular foi realizada por ultracentrifugação, em mem-
branas de exclusão molecular de 30kDa, 10kDa e 3kDa,
utilizando “Centricon Concentrators” (Amicon, Beverly,
USA), de acordo com as instruções do fabricante. As
frações correspondentes foram denominadas A (peso
molecular maior que 30kDa), B (peso molecular entre
10 e 30kDa), C (peso molecular entre 3 e 10kDa) e D
(peso molecular menor que 3kDa).

2.2.4 – �-aminonitrogênio

A concentração de amino grupos livres foi determi-
nada pela reação com ninidrina, conforme o método
descrito por HOLT & SOSULSKI [20], com algumas pe-
quenas modificações. Acrescentou-se a 0,1mL da amos-
tra, 1,0mL de solução de ninidrina e os tubos foram
mantidos em banho-maria fervente por exatamente 20
minutos, sendo resfriados, a seguir, em banho-de-gelo.
Adicionaram-se 5,0mL de etanol a 50%, agitando os
tubos vigorosamente e a absorbância foi lida a 570nm
em espectrofotômetro (Beckman DU-70, Muskegon,
USA), contra um branco, até 30 minutos após a adição
de etanol. A L-Leucina em diferentes concentrações (0,5
a 2,0 = mM) foi utilizada para a construção da curva-
padrão. Os resultados foram expressos em mmoles de
equivalentes de leucina por g de proteína.

2.2.5 – Análise de aminoácidos

A análise de aminoácidos foi realizada após hidró-
lise com HCl 6N, por 22 horas, a 110°C, em ampolas de
vidro seladas a fogo sob vácuo. A seguir, as ampolas
foram abertas e o HCl removido por evaporação, em
dessecador mantido sob vácuo, contendo pastilhas de
NaOH. O resíduo seco foi ressuspenso em tampão
citrato pH 2,2 (Na-S, Beckman Coulter, Fullerton, USA).
As amostras foram filtradas em membranas de 0,22µm,
convenientemente diluídas com tampão citrato [40] e
analisadas por cromatografia em troca iônica em au-
toanalisador de aminoácidos marca Beckman, modelo
7300 (Beckman Instr., Palo Alto, USA).

2.2.6 – Composição química dos hidrolisados

Os teores de proteína (N x 6,25), lipídeos, umidade
e cinzas foram determinados na amostra de minced ori-

ginal e em todos os hidrolisados liofilizados, de acordo
com a AOAC [5].

2.2.7- Relação de Fischer

Nos hidrolisados, assim como no minced foi calcu-
lada a Relação de Fischer, segundo FISCHER et al. [15],
pela somatória dos aminoácidos de cadeia ramificada
(isoleucina, leucina e valina) dividido pala somatória
dos aminoácidos aromáticos (fenilalanina, tirosina),
segundo a equação:

Relação de Fischer = [(VAL + LEU + ILEU) / (PHE + TYR)]

Os resultados foram expressos em mmoles de ami-
noácidos/100g de proteína.

3 – RESULTADOS E DISCUSSÃO

3.1 – Composição química do minced e dos hidroli-
sados liofilizados

Os teores protéicos dos hidrolisados foram inferio-
res aos do minced e semelhantes entre si, variando entre
75 e 81,4%, como pode-se observar na Tabela 2. A dife-
rença corresponde à proteína que não foi hidrolisada,
permanecendo insolúvel. Os reduzidos teores de lipí-
dios encontrados nos hidrolisados inferior ao do minced,
constitui um aspecto favorável em relação à oxidação
lípídica e à estabilidade durante o armazenamento [21,
27, 38, 41].

TABELA 2. Composição química do minced e dos hidrolisa-
dos do minced liofilizados

Resultados (g/100g base seca) correspondem à média e ao desvio padrão (n=30).

A elevada concentração de cinzas verificada nos hi-
drolisados, de 10,7 a 18,7%, é decorrente da formação de
NaCl em razão do ajuste do pH durante a hidrólise enzi-
mática das proteínas. Elevados teores de minerais
também foram encontrados por LICEAGA-GESUALDO &
LI-CHAN [25], em hidrolisados protéicos de arenque
(21,7%) e por DINIZ & MARTIN [13], em estudo realiza-
do com cação (14,0%).

3.2 – Distribuição da proteína e grau de hidrólise

Na Tabela 3 é apresentada a distribuição das fra-
ções protéicas, solúvel e insolúvel, bem como o grau de
hidrólise. A porcentagem de proteína solúvel recupera-
da nos hidrolisados, em comparação ao teor protéico
do minced, foi considerada como sendo o rendimento.

�

Hidrolisad os 

 
Mince d 

H1 H2 H3 H4 H5 H6 

Proteína 

(Nx6,25) 
87,5 ± 2 ,5 75,0 ± 0,4 79,1 ± 0 ,1 7 8,9 ± 0,8 75,5 ± 0,1 7 6,0 ± 0,0 81,4 ± 0 ,4 

Lipídios 2,2 ± 0 ,9 0,9 ± 0 ,1 1,1 ± 0,0 1,8 ± 0 ,2 0,8 ± 0,2 1,4 ± 0 ,2 1,7 ± 0,4 

Cinzas 2,7 ± 0 ,5 14,9 ± 0,0 17,2 ± 0,4 1 4,7 ± 0,0 18,1 ± 0,3 1 8,7 ± 0,2 10,7 ± 0 ,3 

 

g/1 00g 
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Apesar do rendimento dos hidrolisados depender
de diversos fatores, a especificidade da enzima e a sua
atividade específica tiveram efeito pronunciado, tanto
sobre a solubilização como outras características. A
reduzida recuperação protéica observada nos H1 e H2
em comparação a dos H5 e H6, ocorreu provavelmente
devido à especificidade das enzimas utilizadas. A pep-
sina e a bromelina (H1 e H2) possuem uma alta especi-
ficidade para os aminoácidos aromáticos, enquanto a
protease de Streptomyces griseus (H5 e H6) é uma enzima
de ação inespecífica.

TABELA 3. Distribuição das frações protéicas, solúvel e in-
solúvel, e grau de hidrólise em cada sistema enzimático.

Resultados correspondem à média e ao desvio padrão dos valores em triplicata.

A taxa de solubilização das proteínas foi diretamen-
te proporcional ao grau de hidrólise, fato observado por
outros autores, que o relacionaram de forma positiva.
A única exceção foi o H2, que apesar do grau de hidró-
lise ter sido maior que o do H1, apresentou menor so-
lubilidade, indicando que o sistema enzimático utiliza-
do produziu peptídios que não eram suficientemente
pequenos para serem solubilizados [23, 24, 28]. A maior
atividade enzimática da pepsina 1:60.000 no H2 em re-
lação à pepsina 1:10.000 empregada no H1, pode expli-
car a diferença obtida no grau de hidrólise.

O H3 apresentou um bom rendimento em proteína
solúvel quando comparado aos H1, H2 e H4, indicando
que, apesar da enzima quimotripsina (especifica para
aminoácidos aromáticos) ter sido responsável por um
reduzido GH foi capaz de solubilizar grande parte da
proteína original, dando origem a peptídios solúveis,
de peso molecular relativamente elevado. Assim, o em-
prego deste sistema enzimático pode ser útil quando
se pretende obter um produto com reduzido GH.

O H4, proveniente da ação das enzimas pepsina e
Aspergillus oryzae, esta última de reduzida especifici-
dade, resultou numa recuperação de apenas 64% de
peptídios solúveis, na grande maioria acima de 30kDa.
Este resultado provavelmente se deve a menor ativida-
de específica da enzima de Aspergillus oryzae.

Os H5 e H6 apresentaram rendimentos mais ele-
vados, podendo a diferença no grau de hidrólise ser atri-
buída à relação E/S que no H5 foi de 1:100 e no H6 de
1/200. A atividade da pepsina utilizada nesses hidroli-
sados H5 e H6 também parece ter sido responsável pela
diferença no grau de hidrólise. A pepsina 1:60.000, de
maior atividade, foi utilizada no hidrolisado H5, resul-

tando em um alto grau de hidrólise e rendimento de
94,2% de proteína hidrolisada.

3.3 – Composição em aminoácidos dos hidrolisa-
dos e comparação com as recomendações da Food
and Nutrition Board (FNB) / Institute of Medicine
(IOM)

O perfil de aminoácidos essenciais do minced aten-
de as recomendações estabelecidas pela FNB/IOM [16]
e publicadas em 2002, tanto para crianças como para
adultos (Tabela 4).

TABELA 4. Conteúdo de aminoácidos no minced e nos hi-
drolisados em comparação às recomendações de aminoá-
cidos essenciais da FNB/IOM [16].

aSoma de metionina + cistina; resultados correspondem à média dos valores obtidos
em duplicata.

As variações observadas na composição de aminoá-
cidos dos hidrolisados em relação ao minced que lhes
deu origem, podem ser decorrentes da distribuição va-
riável dos aminoácidos entre o hidrolisado e o resíduo
protéico insolúvel. De acordo com NETTO & GALEAZZI
[32], o tratamento térmico utilizado para inativar as
enzimas, ao final do processo de hidrólise, também pode
ter contribuído na alteração da distribuição dos ami-
noácidos entre a fração protéica solúvel e insolúvel. A
redução no conteúdo da arginina, fenilalanina,
histidina, metionina, prolina, serina, tirosina e
treonina, todavia, não comprometeu a qualidade nutri-
cional dos hidrolisados, uma vez que a concentração
de aminoácidos essenciais continua atendendo às re-
comendações estabelecidas pela FNB/IOM [16]. A re-
dução na concentração de fenilalanina, verificada no
hidrolisado H4, pode até ser benéfica, quando o objeti-
vo for à obtenção de um hidrolisado para pacientes
fenilcetonúricos.

3.4 – Relação de Fischer

A Relação de Fischer calculada para o minced e os
hidrolisados é apresentada na Tabela 5. A concentração

Sistemas enz imáticos % Pro teína solúvel % Proteína insolúvel % GH 

H1 – Peps ina / Bromelina 75,7 ± 0,9 24,4 ± 0,9 8,1 

H2 – Peps ina / Bromelina 63,4 ± 4,8 36,6 ± 4,8 9,3 

H3 – Pepsina / Quimotripsina 84,2 ± 0,1 15,8 ± 0,1 9,8 

H4 – Pepsina / ���������	�
���
�� 63,7 ± 2,4 36,4 ± 2,4 7,8 

H5 – Pepsina / ������������
�����	� 94,2 ± 0,8 5,9 ± 0,8 33,3 

H6 – Pepsina / ������������
�����	� 89,0 ± 0,6 11,0 ± 0,6 17,2 

Ami noácidos ������� Hidrolisados enzimáticos 
 H1 H2 H3 H4 H5 H6 F NB/IOM  
 ( g am inoácidos / 100g proteína) Crianças Adultos

Ac. Aspártico  7,3 10,5 10,6 10,9 11,1 10,8 11,0   

Treonina  6,1  4,7  4,7  4,8  4,8  4,8  4,9 2,7 2,4 

Serina  4,2  3,9  3,9  3,9  3,9  4,0  3,9   

Ac. Glutâmico 14,7 19,6 19,5 19,5 21,1 18,9 19,8   

Prolina  6,7  3,5  3,4  3,2  3,1  3,3  3,3   

Glicina  3,4  4,4  4,2  4,0  4,2  4,2  4,2   

Alanina  6,1  6,9  6,8  6,5  7,1  6,5  6,8   

Valina  5,3  5,2  5,2  5,3  5,1  5,4  5,1 3,2 2,9 

Metionina  3,5  3,0  3,1  3,1  2,3  3,0  2,6 2,5a 2,3 a 

Isol eucina  4,8  4,1  4,4  4,7  4,4  5,0  4,8 2,5 2,3 

Leucina  8,8  8,5  8,6  8,6  8,7  8,7  8,7 5,5 5,2 

Tirosina   4,0  2,9  3,3  3,5  2,7  3,6  3,2   

Fenilalanina  4,2  3,1  3,3  3,6  2,9  3,8  3,4   

Tir osina + 

Fenilalanina 
 8,2  6,0  6,6  7,1  5,6  7,4  6,6 4,7 4,1 

Histidina  3,1  2,2  2,2  2,2  2,1  2,1  2,1 1,8 1,7 

Triptofano  n.d.  n.d.  n.d.  n.d.  n.d.  n.d.  n.d. 0,8 0,6 

Lisina 10,3 10,6 10,4  9,9 10,2  9,8 10,1 5,1 4,7 

Arginina  7,6  6,8  6,5  6,2  6,3  6,2  6,3   
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molar dos aminoácidos foi calculada, segundo FISCHER
et al. [15], a partir das concentrações em aminoácidos
da Tabela 4. Os hidrolisados apresentaram um enrique-
cimento em ACR e uma redução em AA, em relação ao
minced, embora variável, de acordo com o sistema enzi-
mático utilizado.

TABELA 5. Relação de Fischer calculada para o minced e os
hidrolisados

A Relação de Fischer encontrada no plasma huma-
no, de cães e de ratos é de aproximadamente 3,0. En-
tretanto, em indivíduos com quadro clínico caracterís-
tico de encefalopatia hepática, pode ser observada uma
diminuição para cerca de 1,0. Estes pacientes se bene-
ficiam com proteínas contendo peptídios curtos e uma
Relação de Fischer elevada. Hidrolisados enzimáticos
com uma Relação de Fischer igual ou maior que três
(3,0) podem ser utilizados no tratamento destes pa-
cientes, contribuindo para a normalização da concen-
tração molar plasmática dos aminoácidos [15]. Os hi-
drolisados obtidos no presente trabalho apresentaram
uma Relação de Fischer igual ou superior a 3,5, sendo
de interesse especial para o tratamento clínico de doen-
ças hepáticas. O minced com uma Relação de Fischer
igual a 3,0 pode também ser empregado, garantindo um
aporte protéico adequado.

3.5 – Distribuição percentual do peso molecular
dos peptídeos nos hidrolisados

Os hidrolisados submetidos à ultrafiltração resul-
taram em quatro frações (A, B, C e D), de acordo com a
sua distribuição de pesos moleculares. Foi denominada
fração (A) aquela com peptídios de peso molecular maior
que 30KDa, fração (B) a com peso molecular entre 10 e
30KDa, fração (C) a com peso molecular entre 3 e 10KDa,
e fração (D) a com peptídios menores que 3KDa.

De acordo com a Figura 1, os hidrolisados H1 e H2
mostraram perfis de certa forma semelhantes entre
si, predominando peptídios com pesos moleculares in-
feriores a 10kDa. A maior atividade da pepsina
(1:60.000) que originou o H2 resultou em maior quan-
tidade de peptídeos com pesos moleculares entre 30 e
10, em relação ao H1. Estes peptídios, eventualmen-
te, poderiam ter sido hidrolisados pela segunda enzi-
ma, a bromelina, se o período de incubação tivesse
sido maior.

FIGURA 1. Distribuição percentual do peso molecular dos
peptídeos nos hidrolisados enzimáticos

No H3, a ação da pepsina seguida de quimotripsina,
resultou na predominância de peptídios de alto peso
molecular, sendo que 42% possui peso molecular igual
ou superior a 30kDa. Este perfil pode ser explicado pela
especificidade de ambas as enzimas por ligações peptí-
dicas adjacentes a aminácidos aromáticos, leucina,
ácido aspártico e ácido glutâmico.

O H4 (pepsina/Aspergillus oryzae) apresentou pe-
sos moleculares extremos: 50% de peptídios com peso
molecular inferior a 10kDa, e 39% de peptídios com peso
molecular igual ou superior a 30kDa, indicando ter ocor-
rido uma extensa hidrólise possivelmente na porção
mais externa da proteína, restando uma porção central
resistente à protease do Aspergillus oryzae.

A protease de Streptomyces griseus é inespecífica.
Por isso, o H5, obtido pela ação da pepsina seguida da
referida enzima, além do elevado grau de hidrólise, da
ordem de 33%, apresentou também a maior porcenta-
gem de pequenos peptídios e de aminoácidos livres,
sendo que 86% do hidrolisado corresponde a pesos
moleculares inferiores a 10kDa, e destes, 51% a pesos
moleculares inferiores a 3kDa. Somando-se a isso, ob-
servou-se que a ação combinada da pepsina 1:60.000 e
protease de Streptomyces griseus foi capaz de hidrolisar
quase toda a proteína.

Devido ao elevado custo, a enzima proveniente de
Streptomyces griseus foi testada em menor concentração
no H6. Foi observada uma queda de aproximadamente
50% no GH, proporcional à redução na concentração da
enzima. Houve mudança no perfil de distribuição dos
pesos moleculares, com aumento dos peptídios com peso
molecular superior a 30kDa e diminuição significativa
na concentração de pequenos peptídios e aminoácidos
livres.

3.6 – Perfil de aminoácidos das frações peptídicas
dos diversos hidrolisados enzimáticos

Foi analisado o perfil de aminoácidos das quatro
frações peptídicas obtidas em cada hidrolisado, com o
intuito de verificar se estas apresentavam uma compo-
sição semelhante a do hidrolisado total.

De uma maneira geral, o perfil de aminoácidos de
cada fração de peso molecular distinto foi semelhante

Hidrolisados enz imáticos 

Minced H1 H2 H3 H4 H5 H6 Aminoácidos 

 (mmoles amino ácidos / 100g proteína) 
Aminoác idos de  
Cadeia Rami ficada 

   
 

    

Isoleucina   36, 6   31, 3   33, 6   35, 9 33, 6   38, 2   36, 6 
Leucin a   67, 2   64, 9   65, 6   65, 6 66, 4   66, 4   66, 4 
Valina   45, 3   44, 4   44, 4   45, 3 43, 6   46, 2   43, 6 
Aminoácidos  
Aromá ticos (AA) 

       

Fenilalanina   25, 5   18, 8   20, 0   21, 8 17, 6   23, 0   20, 6 
Tirosina    22, 1   16, 0   18, 2   19, 3 14, 9   19, 9   17, 7 
ACR t otais 149, 1 140, 6 143, 7 146,8 143, 6 150, 7 146, 6 

AA t otais   47, 6   34, 8   38, 2   41, 2 32, 5   42, 9   38, 3 

Relação de Fisch er    3, 1    4,0    3, 8    3, 6 4, 4    3,5    3,8 

 

0

10

20

30

40

50

60

H1  H2  H3  H4  H5  H6

������������

�
��
��
��
��
	
�

�
�
�

�
��
�
�
�

��
�
��
�
	
��
�

A (> 30 KDa) B (30-10 KDa) C (10-3 KDa) D (< 3 KDa)



106 Ciênc. Tecnol. Aliment., Campinas, 24(1): 101-108, jan.-mar. 2004

Caracterização de hidrolizados enzimáticos de pescado, Marquez et al.

ao do hidrolisado enzimático correspondente, segundo
as Tabelas 6 e 7.

TABELA 6. Distribuição percentual de aminoácidos no hi-
drolisado total e nas frações peptídicas A, B, C e D dos
hidrolisados H1, H2 e H31.

1Resultados expressos em % de cada aminoácido em relação ao conteúdo total de
aminoácidos na fração analisada; n.d.= não determinado

TABELA 7. Distribuição percentual de aminoácidos no hi-
drolisado total e nas frações peptídicas A, B, C e D dos
hidrolisados H4, H5 e H61.

1Resultados expressos em % de cada aminoácido em relação ao conteúdo total de
aminoácidos na fração analisada; n.d.= não determinado

3.7 – Teores de fenilalanina nas frações peptídicas
dos seis hidrolisados

Hidrolisados contendo baixos teores de fenilalani-
na beneficiam clinicamente pacientes com fenilceto-
núria [11]. A distribuição e o conteúdo de fenilalanina
nos hidrolisados e em suas frações isoladas estão apre-
sentados na Tabela 8.

TABELA 8. Distribuição de fenilalanina (%) nos hidrolisa-
dos totais e nas frações peptídicas correspondentes1

1Resultados expressos em % de fenilalanina em relação ao conteúdo total de aminoá-
cidos na fração analisada

As frações com pesos moleculares menores que
3kDa (fração D) provenientes dos H1 e H2 apresenta-
ram uma pequena elevação na concentração de fenila-
lanina em relação aos hidrolisados correspondentes.

No H3, a fração D apresentou um enriquecimento
na concentração de fenilalanina (4,1%), em relação ao
hidrolisado total, enquanto nas demais frações houve
uma pequena redução. A quimotripsina, por possuir uma
maior afinidade por aminoácidos aromáticos, explica a
maior liberação destes aminoácidos, apesar do baixo
grau de hidrólise (9,8%), conforme Tabela 3, mostrando
ser a mais indicada para liberar a fenilalanina. Este
fato é especialmente importante quando se procura
remover a fenilalanina da proteína. Contudo, devido ao
reduzido grau de hidrólise, a fração < 3kDa representa
aproximadamente 12% do hidrolisado total (Figura 1),
não justificando, nestas condições, um processo tec-
nológico para a remoção da fenilalanina.

A fração B (30-10kDa) do H4 apresentou uma con-
centração de fenilalanina 50% inferior ao hidrolisado
total, contudo o reduzido rendimento protéico dessa fra-
ção, em torno de 9%, limita a sua aplicação (Figura 1).

Nos H5 e H6, a fração menor que 3kDa correspon-
deu a 51 e 31% respectivamente do hidrolisado total e
apresentou uma elevada concentração de fenilalanina.
Neste caso, ao contrário do que ocorreu nos H3 e H4, o
elevado grau de hidrólise (33 e 17%) parece ter sido
responsável pela liberação da fenilalanina. Essa fração
poderia ser submetida a um processo de remoção da
fenilalanina e se tornar útil como fonte protéica para
pacientes fenilcetonúricos. A cromatografia em gel por
exclusão molecular com Sephadex-G15, por exemplo,
poderia ser utilizada para remover a fenilalanina livre.
Devido à natureza hidrofóbica do Sephadex-G15, a fe-
nilalanina, tirosina e triptofano (aminoácidos com ca-
racterísticas hidrofóbicas) sofrem um retardo durante
a eluição, levando a uma marcada redução no conteúdo
destes aminoácidos [1, 4, 7, 42, 43].

O carvão ativo eventualmente poderia ser empre-
gado como um meio de adsorção para separar as molé-
culas hidrofóbicas. Na literatura é descrito como sen-
do útil para reduzir o sabor amargo, remover impurezas
e clarificar o hidrolisado, apesar de ser considerado um
adsorvente inespecífico. [26, 33, 41].

Aminoácidos 

H1 

(Pepsina 1:10.000/ 

Bromelina) 

H2 

(Pepsina 1:60.000/ 

Bromelina) 

H3 

(Pepsina 1:10.000/ 

Quimotripsina) 

 % % % 

 H1 A B C D H2 A B C D H3 A B C D 

Ac. Aspártico 10,2 10,3 9,7 10,6 9,2 10,3 10,4 10,3 10,6 9,5 10,7 10,3 11,0 11,5 9,1 

Treonina 5, 1 4,8 4,5 4,7 4,8 5,1 4,9 4,7 4,6 5,1 5,2 4,9 4,1 5,3 5,1 

Serina 4,8 5,1 4,8 4,8 4,9 4,8 5,2 4,4 5,3 5,1 4,8 5,1 5,0 4,1 6,1 

Ac. Glutâmico 17,2 17,2 15,8 17,0 17,0 17,1 17,1 16,6 16,9 17,3 17,2 16,3 18,3 18,6 13,6 

Prolina 4,0 5,3 4,4 4,8 3,4 3,8 5,2 4,0 6,4 3,6 3,6 5,9 3,7 1,5 n.d.  

Glicina 7,6 7,5 7,5 7,6 7,3 7,2 7,1 7,6 6,6 7,0 6,8 7,1 5,9 7,8 5,6 

Alanina 9,9 9,7 8,9 9,8 10,3 9,8 9,3 9,5 9,4 10,5 9,5 9,6 7,8 10,3 8,8 

Valina 5,7 5,3 5,4 5,1 5,5 5,7 5,4 5,3 5,3 5,7 5,8 5,0 6,0 5,3 5,8 

Metionina 2,6 2,6 2,0 2,8 3,0 2,6 2,7 2,6 2,7 3,1 2,6 1,7 4,4 3,1 3,8 

Isoleucina 4,1 3,9 3,5 3,8 3,7 4,4 4,2 4,0 4,2 4,0 4,6 4,0 4,6 4,4 4,1 

Leucina 8,3 8,1 7,1 8,0 8,7 8,4 8,3 7,8 8,4 9,3 8,5 7,9 8,6 8,5 9,3 

Tirosina 2,1 2,3 2,0 2,2 2,4 2,3 2,4 2,4 2,4 2,7 2,5 2,4 2,5 2,7 3,6 

Fenilalanina 2,4 2,4 2,1 2,4 2,6 2,6 2,6 2,5 2,6 2,9 2,8 2,6 2,4 2,8 4,1 

Histidina 1,8 1,4 n.d. 2,4 4,6 1,8 1,4 5,0 0,3 1,6 1,9 4,0 2,6 n.d. n.d.  

Lisina 9,4 9,2 8,5 9,2 7,8 9,1 9,0 8,7 9,5 7,7 8,8 8,6 8,7 8,8 6,4 

Arginina 5,0 5,0 4,0 5,0 4,9 4,8 4,9 4,6 5,0 4,9 4,6 4,6 4,4 5,1 4,8 

Fraç ões peptídicas 

Peso Molec ular (kDa) 
Hidroli sados 

enzimáticos 
Hidrolis ados  totais 

A  (> 30) B (30 – 10) C (10 – 3)  D (< 3) 

H1 2,4 2,4 2,1 2,4 2,6 

H2 2,6 2,6 2,5 2,6 2,9 

H3 2,8 2,6 2,4 2,8 4,1 

H4 2,3 2,2 1,0 2,5 2,7 

H5 2,9 2,7 2,6 2,5 3,3 

H6 2,6 2,7 2,3 2,4 3,5 

 

Aminoá cido s 

H4 

(Pepsi na 1:1 0.000/ 

���������	�
���
��� 

H5 

(Pepsina 1 :60.000/ 

������������
�����	�) 

H6 

(Pepsi na 1 :10.00 0/ 

������������
�����	�) 

 % % % 
 H1 A B C D H2 A B C D H3 A B C D 

Ac. Aspártico 10 ,8 10,5 10,1 11,8 10,4 10,5 13,0 10,7 10 ,8  9,9 10 ,7 11,1 10 ,6 10 ,1  9 ,4 

Treo nin a  5,2  4 ,6  4 ,3  5 ,2  4 ,6  5 ,2  5 ,0  4 ,5  4,9  4,5  5,3  5,2  4,6  4,2  5 ,1 

Serin a  4,8  4 ,9  4 ,8  4 ,9  4 ,7  4 ,9  5 ,1  4 ,1  4,5  4,2  4,8  5,1  4,9  5,6  5 ,0 

Ac. Gl utâmico 18 ,5 18,8 19,0 18,3 18,7 16,6 15,1 16,9 17 ,3 16 ,3 17 ,4 16 ,6 18 ,1 16 ,4 15,2 

Prolin a  3,4  4 ,2  3 ,1  3 ,9  3 ,7  3 ,7  6 ,6  6 ,5  3,5  4,0  3,6  5,0  6,1  6,3  3 ,4 

Glicin a  7,1  8 ,0  8 ,6  6 ,7  7 ,8  7 ,2  7 ,0  7 ,6  7,9  6,9  7,1  7,2  7,3  7,1  6 ,0 

Alanina 10 ,2  9 ,8 10,3  9 ,7  9 ,6  9 ,4  8 ,5  9 ,1  9,3  9,4  9,9  9,0  9,7  9,9  9 ,4 

Valin a  5,6  5 ,0  4 ,1  5 ,4  5 ,4  6 ,0  5 ,4  5 ,9  5,6  6,5  5,7  4,9  5,1  5,9  5 ,6 

Metionin a  1,9  2 ,3  2 ,5  2 ,0  1 ,8  2 ,6  1 ,5  2 ,6  2,4  3,1  2,2  1,6  2,6  3,5  2 ,8 

Isol eucin a  4,3  3 ,8  2 ,9  4 ,2  3 ,8  4 ,9  4 ,5  4 ,9  4,5  5,2  4,7  4,1  4,2  4,0  4 ,5 

Leucin a  8,6  7 ,8  7 ,6  8 ,4  8 ,1  8 ,6  7 ,9  7 ,9  7,4  9,7  8,6  8,1  7,7  7,5 10,3 

Tirosin a  1,9  2 ,0  1 ,9  2 ,1  1 ,8  2 ,5  2 ,4  1 ,5  2,3  2,1  2,3  2,5  2,2  2,2  3 ,0 

Fenilalanina  2,3  2 ,2  1 ,0  2 ,5  2 ,7  2 ,9  2 ,7  2 ,6  2,5  3,3  2,6  2 ,7  2,3  2,4  3 ,5 

Histidina  1,8  1 ,6  3 ,4  0 ,5  1 ,8  1 ,8  1 ,6  2 ,2  4,6  1,7  1,7  3,8  1,2  1,7  3 ,9 

Lisin a  9,0  9 ,6 11,2  9 ,6 10,0  8 ,6  8 ,6  8 ,5  8,1  8,6  8,9  8,6  8,6  8,6  8 ,1 

Arginina  4,6  5 ,0  5 ,0  4 ,8  5 ,1  4 ,6  4 ,8  4 ,6  4,4  4,6  4,7  4,8  4,9  4,6  4 ,7 
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4 – CONCLUSÕES

O minced de pescado mostrou-se adequado na ob-
tenção de hidrolisados enzimáticos com alto rendimento
protéico. Os hidrolisados obtidos apresentaram dife-
rentes características em relação ao grau de hidrólise,
distribuição do peso molecular e perfil de aminoácidos,
permitindo direcionar o seu uso para tratamentos die-
téticos especiais. A relação entre a concentração de
aminoácidos de cadeia ramificada (isoleucina, leucina
e valina) e os aminoácidos aromáticos (fenilalanina e
tirosina), denominada de Relação de Fischer, foi supe-
rior 3,5 em todos os hidrolisados, permitindo sua utili-
zação no tratamento de doenças hepáticas crônicas.
As frações peptídicas ricas em peptídios com reduzido
peso molecular obtidas pela hidrólise com pepsina e
protease de Streptomyces griseus, podem ser emprega-
das no tratamento de indivíduos com alergias alimen-
tares.
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