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RESUMO – Visando à produção de hidrolisados de case-
ína para uso como suplemento dietético, estudou-se a oti-
mização das condições hidrolíticas, empregando-se a pep-
sina para elevar os teores de di e tripeptídeos. Os hidrolisa-
dos foram fracionados pela CLAE de exclusão molecular, 
seguida da quantificação dos peptídeos nas frações croma-

tográficas pelo método rápido da Área Corrigida da Fra-
ção. Pelos resultados obtidos, infere-se que a obtenção do 
melhor perfil peptídico, para uso em dietas especiais, de-
pende da definição de alguns parâmetros, tais como, pH, 
relação enzima:susbtrato e temperatura. Além disso, o cus-
to envolvido na preparação deve ser considerado. 

TERMOS PARA INDEXAÇÃO: Suplemento dietético, hidrólise enzimática, caseína, peptídeos, pepsina. 

 
OPTIMIZATION OF CASEIN HYDROLYSIS TO INCREASE 

SMALL PEPTIDE CONTENTS: USE OF PEPSIN 
 

ABSTRACT – With the aim of producing casein 
hydrolysates for dietary use, the optimization of the 
hydrolysis conditions, using pepsin, for increasing 
di- and tripeptide contents was studied. The 
hydrolysates were fractionated by size-exclusion 
HPLC and the rapid Correct Fraction Area method 

was used for quantifying the peptides. The results 
showed that in order to have the best peptide profile 
for special diets, certain parameters, such as pH, 
enzyme:substrate ratio and temperature need to be 
fixed. Also, the production costs must be taken into 
account. 

INDEX TERMS: Dietary supplement, enzymatic hydrolysis, casein, peptides, pepsin. 

 
INTRODUÇÃO 

O interesse pelos hidrolisados protéicos aumen-
tou nos últimos anos, uma vez que foi mostrado que 
preparações contendo pequenos peptídeos, especial-
mente di e tripeptídeos, provenientes da hidrólise par-
cial de proteínas são absorvidas mais rápida e comple-
tamente do que uma mistura equivalente de aminoáci-
dos livres (Hara et al., 1984; Kheohane et al., 1985; 
Grimble et al., 1986).  

A introdução na dieta de hidrolisados ricos em 
pequenos peptídeos pode ser importante, no sentido de 
propiciar melhor utilização das proteínas, principal-

mente em determinadas situações como a que ocorre 
em indivíduos com alergias a determinadas proteínas 
ou com intolerância alimentar, nos casos de deficiência 
enzimática (Chataud et al., 1988; González-Tello et al., 
1994). 

Os hidrolisados protéicos têm sido utilizados em 
países desenvolvidos na fabricação de alimentos especi-
ais para diversos grupos, tais como os recém-nascidos 
prematuros, as crianças com diarréia, gastroenterite, 
má-absorção e fenilcetonúria e ainda para pessoas com 
alergia a determinadas proteínas, visto que o decrésci-
mo no tamanho dos peptídeos tem relação direta com a 
diminuição da imunogenicidade (Freitas et al., 1993). 
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O valor nutricional dos hidrolisados depende 
da proteína de origem, do tipo de hidrólise (enzimá-
tica ou química) e do tamanho da cadeia peptídica. 
A qualidade de uma proteína alimentar é função da 
natureza e de sua composição em aminoácidos, es-
pecialmente os essenciais (Loosen et al., 1991; A-
nantharaman & Finot, 1993). A caseína foi selecio-
nada para o presente trabalho devido ao alto valor 
nutricional e à elevada susceptibilidade à ação catalí-
tica de todas as proteases conhecidas (Adachi et al., 
1991). A pepsina atua em uma faixa de pH de 1 a 4, 
na qual a maioria das enzimas ou proteínas sofre 
desnaturação (Yamamoto, 1975). 

Com este trabalho, objetivou-se estudar diferen-
tes condições de hidrólise, empregando-se a pepsina, a 
fim de se obter hidrolisados de caseína com elevado te-
or de pequenos peptídeos. 

 
MATERIAL E MÉTODOS 

O sistema de CLAE consistiu de uma bomba 
isocrática (série HP1100) e um detector 
espectrofotométrico em UV-VIS acoplado a um 
computador com software HPchemstation (Avondale, 
USA). Foi utilizada a coluna cromatográfica [poli-
(2-hidroxietilaspartamida) sílica - PHEA], 250 X 
9,4 mm, 5µm e 200 Å (PolylC, Columbia, MD). A 
pepsina suína (P6887) e a caseína bovina (C7078) 
foram adquiridas da Sigma (St.Louis, MO). O ácido 
clorídrico e o ácido fórmico foram obtidos da Merck 
(Darmstadt, Germany). A água para uso no croma-
tógrafo foi purificada através da passagem pelo Sis-
tema de Purificação de Água Aries (Vaponics, EUA). 

Todos os solventes usados foram cuidadosamente des-
gaseificados em banho de ultra-som. 

 
Preparo dos hidrolisados de caseína 

Foram preparados sete hidrolisados protéicos. 
As soluções de caseína a 0,25 g% (p/v) em tampão fos-
fato 0,01 molL-1 (pH 1,9 e 2,5) foram, inicialmente, 
pré-aquecidas em banho-maria a 90oC por 30 min. Pos-
teriormente, a temperatura foi ajustada para cada caso, 
e a pepsina foi adicionada numa dada concentração, de 
maneira a obter a relação Enzima:Substrato desejada. O 
tempo total de reação foi de 5 horas, com exceção de 
H5 e H6, para os quais a hidrólise teve duração de 3 
horas e 1 hora, respectivamente. Os parâmetros das re-
ações estão apresentados na Tabela 1.  

 
Fracionamento dos hidrolisados de caseína 

O fracionamento dos hidrolisados foi realizado 
por CLAE-EM em coluna PHEA, como descrito por 
Silvestre et al. (1994b). As amostras foram dissolvidas 
a uma concentração de 1% (p/v) em solução de ácido 
fórmico 0,05 mol L-1 (pH próximo a 2,5) e cromatogra-
fadas à temperatura ambiente, sob condições isocráti-
cas, a um fluxo de 0,5 mLmin-1, durante 35 min. A fase 
móvel foi filtrada, através de membrana de 0,45 µm, e 
sonicada imediatamente antes do uso. A detecção dos 
picos cromatográficos foi efetuada em três comprimen-
tos de onda: 230, 280 e 300 nm. As amostras foram a-
nalisadas em triplicatas e as frações foram separadas de 
acordo com o tempo de retenção, sendo F1 de 13,7 a 
18,2min; F2 de 18,2 a 21,7 min; F3 de 21,7 a 22,7 min; 
e F4 de 22,7 a 32min. 

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

Hidrolisados protéicos Temperatura  (ºC) pH * E:S (%) Tempo (h) 

H1 40ºC 1,9 2 5 

H2 40ºC 1,9 4 5 

H3 40ºC 2,5 4 5 

H4 37ºC 1,9 4 5 

H5 40ºC 1,9 4 3 

H6 40ºC 1,9 4 1 

H7 60ºC 1,9 4 5 

* E:S = relação enzima:substrato 
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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. (1994b), foi uti-
lizado para quantificar os peptídeos e aminoácidos li-
vres presentes nos hidrolisados de caseína. As amostras 
foram fracionadas e os valores da ACF, calculados, a 
partir de uma curva padrão, preparada como descrito 
por Morato et al. (2000).  

 
Análise Estatística 

Todas as determinações foram realizadas em tri-
plicata. Para a determinação das diferenças entre as 
médias e do conteúdo de aminoácidos das frações cro-
matográficas dos hidrolisados de caseína, foram feitos a 
Análise Fatorial e o Teste de Duncan (Pimentel-Gomes, 
1990).  

 
RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 
Fracionamento por cromatografia líquida de 
alta eficiência - exclusão molecular  

Como exemplo, o perfil cromatográfico do hi-
drolisado H4, a 230 nm, está apresentado na Figura 1. 
Conforme descrito anteriormente (Silvestre et al., 
1994a; Morato et al., 2000), os hidrolisados protéicos 
foram separados em quatro frações. A fração 1 corres-
ponde aos peptídeos que contêm mais que 7 resíduos de 

aminoácidos; a fração 2, de 4 a 7 resíduos; a fração 3, 
de di e tripeptídeos e a fração 4, que contêm os amino-
ácidos livres. Os últimos dois picos na fração 4 corres-
pondem à tirosina (pico Y) e triptofano (pico W). Assim 
sendo, a técnica de CLAE-EM empregada no presente 
trabalho mostrou ser eficiente na caracterização de hi-
drolisados protéicos, especialmente nos casos em que o 
interesse está voltado para o fracionamento de peptí-
deos de baixa massa molecular, ou seja, inferior a 1000 
Da. 

Muitos trabalhos são relatados na literatura a-
bordando o fracionamento de peptídeos de hidrolisados 
protéicos, de acordo com o tamanho molecular, empre-
gando diferentes técnicas. A maioria refere-se aos pep-
tídeos de elevada massa molecular (> 1000 Da). O 
principal método refere-se à eletroforese em gel de poli-
acrilamida - dodecil sulfato de sódio, SDS-PAGE (S-
chmidt & Poll, 1991; Perea et al., 1993; Gallagher et 
al., 1994); cromatografia de exclusão molecular, SEC 
(Vallejo-Cordoba et al., 1986; Deeslie & Cheryan, 
1988; Adachi et al., 1991; Zhang et al., 1992; Parra-
do et al., 1993); CLAE de troca de ligante, CLAE-TL 
(Ford et al., 1986; Armstead & Ling, 1991; Aubry et 
al., 1992); e CLAE-EM (Chobert et al., 1988; Lemieux 
& Amiot, 1989; Visser et al., 1992). Entretanto, o em-
prego dessas técnicas tem demonstrado uma série de 
inconvenientes, tais como interações secundárias (ele-
trostáticas ou hidrofóbicas) entre os solutos e a fase es-
tacionária (Kopaciewicz & Regnier, 1982; Golovchen-
ko et al., 1992) e a ineficiência para separar pequenos 

 

FIGURA 1 – Perfil cromatográfico do hidrolisado H4 (4%, pH 1,9, 37ºC, 5h) a 230 nm. F1: 
grandes peptídeos (> 7 resíduos de aminoácidos); F2: médios peptídeos (4 a 7 resíduos de aminoáciods); F3: di-e 
tripeptídeos; F4: aminoácidos livres. Y = pico da tirosina, W = pico do triptofano. 

F3 
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peptídeos (Lemieux et al., 1991). O uso da SEC e da 
CLAE-TL mostrou ser capaz de separar apenas peptí-
deos de aminoácidos. Outros autores, empregando a 
CLAE-EM (Lemieux & Amiot, 1989, Lemieux et al., 
1991) ou a CLAE capilar (Davis & Lee, 1992), relata-
ram a dificuldade de separar os peptídeos de acordo 
com o tamanho da cadeia, tendo observado uma super-
posição de pesos moleculares. 

 
Distribuição de tirosina e triptofano nas fra-
ções cromatográficas 

Para uma avaliação mais precisa dos hidrolisa-
dos protéicos, calculou-se a distribuição de tirosina e 
triptofano nas diferentes frações cromatográficas, espe-
cialmente na fração F3, visto que di e tripeptídeos re-

presentam a forma mais facilmente assimilável desses 
dois aminoácidos. Além disso, considerando-se a baixa 
solubilidade da tirosina livre, seria interessante a sua 
substituição em preparações dietéticas, por di e tripep-
tídeos contendo altos teores de tirosina solúvel (Furst et 
al., 1990). Quanto ao triptofano, acrescenta-se, ainda, 
que sendo esse aminoácido importante para reduzir a 
latência do sono em crianças, seria importante a sua 
avaliação, especialmente no caso do preparo de formu-
lações infantis, à base de hidrolisados protéicos (Stein-
berg et al., 1992).  

A distribuição foi estimada baseando-se nas 
áreas relativas dos dois resíduos a 230 nm. Como 
apresentado na Tabela 2 , o hidrolisado H7 foi o que 
apresentou os teores mais elevados de tirosina e trip-
tofano na forma de di e tripeptídeos.  

 
TABELA 2 – Distribuição de tirosina e triptofano nas frações cromatográficas dos hidrolisados de caseína, a 
230 nm. 
 

Frações cromatográficas (% da área total) 
Hidrolisados Aminoácidos 

F1 F2 F3 F4 

H1 
Tyr 

Trp 

0,70 

11,07 

8,48 

6,62 

82,00 

62,8 

8,81 

19,51 

H2 
Tyr 

Trp 

45,64 

6,65 

16,24 

16,06 

24,11 

23,24 

14,02 

54,05 

H3 
Tyr 

Trp 

1,96 

13,29 

21,52 

8,07 

40,30 

52,56 

36,20 

26,08 

H4 
Tyr 

Trp 

11,27 

11,69 

20,70 

20,14 

47,26 

44,22 

20,77 

23,95 

H5 
Tyr 

Trp 

10,15 

14,66 

68,17 

6,35 

15,48 

41,17 

6,20 

37,82 

H6 
Tyr 

Trp 

8,79 

20,65 

45,73 

6,17 

37,38 

16,29 

8,10 

56,89 

H7 
Tyr 

Trp 

0,04 

0,21 

0,42 

0,05 

98,48 

99,37 

1,06 

0,37 

*Os valores representam a média das triplicatas. F1: grandes peptídeos (> 7 resíduos de aminoácidos); F2: 
médios peptídeos (4 a 7 resíduos de aminoácidos); F3: di-e tripeptídeos; F4: aminoácidos livres.  
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Comparação entre os diferentes tratamentos 
enzimáticos 

� Efeito da relação Enzima:Substrato (E:S)  

A influência da relação enzima : substrato na 
ação da pepsina sobre a caseína pode ser avaliada na 
Figura 2. Observa-se que a duplicação da relação 
enzima : substrato de 2% para 4% (hidrolisados H1 
e H2, respectivamente), apesar de não ter alterado 
significativamente o conteúdo das frações F1, F2 e 
F4, contribuiu para elevar os níveis de di e tripeptí-
deos de 2% para 10%, apresentando-se como uma 
alternativa vantajosa na obtenção de hidrolisados 
protéicos ricos em pequenos peptídeos. A relação 
enzima : substrato, assim como o tempo de hidróli-
se, poderiam ser aumentados, a fim de se obter graus 
de hidrólise mais acentuados. Essas alterações, en-
tretanto, devem ser avaliadas economicamente, no 
caso de uma aplicação industrial. Sabe-se, ainda, 
que reação hidrolítica com duração superior a 5 ho-
ras pode favorecer a contaminação microbiana des-
sas preparações protéicas (Chataud et al., 1988; Lo-
osen et al., 1991).  

Considerando-se os principais pontos de afini-
dade da pepsina sobre a molécula de caseína, esse au-
mento no teor de di e tripeptídeos, devido à maior quan-
tidade de enzima adicionada, era esperado (Ottesen & 
Svendsen, 1970; Smith et al., 1970; Markland & Smi-
th, 1971). Ao elevar a relação E:S da subtilisina (enzi-
ma do Bacillus licheniformis) na mesma proporção, no 
preparo de hidrolisados de caseína, Morato et al. (2000) 
mostraram uma alteração significativa de todas as fra-
ções, tendo sido observado um decréscimo dos teores de 
grandes peptídeos e de aminoácidos livres, e um au-
mento dos níveis de médios e di e tripeptídeos. Esses 
resultados diferem da afirmativa de González-Tello et 
al. (1994) de que uma alteração na relação E:S não e-
xerce qualquer influência na distribuição de peptídeos 
nas frações cromatográficas de hidrolisados protéicos. 

Loosen et al. (1991) testaram o emprego da sub-
tilisina na hidrólise da caseína, variando-se a relação 
E:S de 1 a 4%, sendo os melhores resultados obtidos 
empregando-se a relação E:S de 2%, levando à obten-
ção de um hidrolisado contendo 75% de di e tripeptí-
deos e apenas 5% de aminoácidos livres. 

 

 
FIGURA 2 – Efeito da relação E:S na ação da pepsina sobre a caseína. H1: 2%; H2 : 4%. F1: 
grandes peptídeos (> 7 resíduos de aminoácidos); F2: médios peptídeos (4 a 7 resíduos de aminoácidos); F3: di- e 
tripeptídeos; F4: aminoácidos livres. Os resultados representam a média das triplicatas. Médias indicadas por letras 
iguais não diferem entre si (p < 0,05) na comparação de uma mesma fração para diferentes hidrolisados. Médias 
indicadas por números iguais não diferem entre si (p < 0,05) na comparação de diferentes frações de um hidrolisado. 
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Por outro lado, Freitas et al. (1993) não observa-
ram uma alteração do perfil cromatográfico de um hi-
drolisado de caseína, ao aumentar de 3,7 vezes a con-
centração de pancreatina. Segundo os autores, esse li-
mite aparente na hidrólise da caseína pode estar rela-
cionado, pelo menos em parte, à sua seqüência de ami-
noácidos e à especificidade da enzima empregada. Ape-
sar de esses resultados estarem de acordo com o relato 
de González-Tello et al. (1994), uma explicação para 
isso poderia ser a de que os suportes cromatográficos 
empregados por esses autores teriam sido menos efi-
cientes para a separação de peptídeos, de acordo 
com o tamanho da cadeia, especialmente de di e tri-
peptídeos (Kopaciewicz & Regnier, 1982; Lemieux 
et al., 1991). 

Com relação à distribuição de tirosina e triptofa-
no (Tabela 2), o aumento na relação E:S de 2% para 
4% (hidrolisados H1 e H2, respectivamente) foi desvan-
tajoso, pois levou à redução no conteúdo de ambos os 
aminoácidos na forma de di e tripeptídeos. Por outro 
lado, ao promover essa mesma alteração empregando-
se a subtilisina para hidrolisar a caseína, Morato et al. 

(2000) obtiveram resultados benéficos, apresentando 
teores mais elevados desses aminoácidos na fração F3. 

 
� 3.2 Efeito da temperatura  

O efeito da temperatura na ação da pepsina so-
bre a caseína está apresentado na Figura 3. Observa-se 
que a variação da temperatura de 37ºC para 40ºC (hi-
drolisado H4 e H2, respectivamente) não alterou os teo-
res de médios e di e tripeptídeos, como também os de 
aminoácidos livres, mas, por outro lado, contribuiu pa-
ra reduzir o teor de grandes peptídeos (62% para 51%). 

Aumentando-se ainda mais a temperatura de 40ºC 
para 60ºC (H2 e H7, respectivamente), obteve-se uma ele-
vação na quantidade de grandes peptídeos de 51% (H2) 
para 57% (H7), e o conteúdo de di e tripeptídeos foi redu-
zido de 10% em H2 para 5% em H7. Não houve diferenças 
em relação aos níveis de médios peptídeos e aminoácidos 
livres. Conclui-se, portanto, que o emprego de temperatura 
superior a 37ºC apresentou vantagem mínima, do ponto de 
vista nutricional, pois somente provocou redução dos teores 
de grandes peptídeos, ao passar para 40ºC. 

 

FIGURA 3 – Efeito da temperatura na ação da pepsina sobre a caseína. H2: 40º; H4: 37ºC; H7: 
60ºC. %. F1: grandes peptídeos (> 7 resíduos de aminoácidos); F2: médios peptídeos (4 a 7 resíduos de aminoá-
cidos); F3: di- e tripeptídeos; F4: aminoácidos livre. Os resultados representam a média das triplicatas. Médias in-
dicadas por letras iguais não diferem entre si  (p < 0,05) na comparação de uma mesma fração para diferentes hi-
drolisados. Médias indicadas por números iguais não diferem entre si (p < 0,05) na comparação de diferentes fra-
ções de um hidrolisado. 
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Assim, a temperatura de 37ºC foi a escolhida 
para o preparo dos hidrolisados, uma vez que o empre-
go de valores mais elevados poderia ocasionar uma ele-
vação no custo final do produto. O efeito da elevação da 
temperatura (de 40 para 50ºC) sobre o perfil peptídico 
de hidrolisados de caseína, obtidos pela ação da subtili-
sina, foi, também, estudado recentemente. Assim, Mo-
rato et al. (2000) mostraram que o emprego da tempe-
ratura acima de 40ºC foi prejudicial do ponto de vista 
nutricional, tendo obtido resultados semelhantes ao pre-
sente trabalho, ao se passar de 40 para 60ºC. 

Esses resultados não estão de acordo com Cha-
taud et al. (1988) e Loosen et al. (1989), que sugerem o 
emprego de temperaturas acima de 40ºC no preparo de 
hidrolisados subtilisínicos ricos em di e tripeptídeos. 
Segundo esses autores, esse procedimento pode, ainda, 
contribuir para a redução do tempo de hidrólise, sem 
provocar significativa desnaturação da enzima, além de 
minimizar a contaminação microbiana.  

A distribuição de tirosina e triptofano (Tabela 2) 
também foi influenciada pela mudança na temperatura 
de hidrólise. Assim, ao passar de 37ºC (H4) para 40ºC 
(H2), observou-se uma redução nos teores desses ami-
noácidos na fração F3. Efeito contrário foi obtido ao se 
elevar ainda mais a temperatura de 40ºC (H2) para 
60ºC (H7), e esse último caso representa o mais vanta-

joso tratamento, dentre os três estudados. Por outro la-
do, Morato et al. (2000) observaram um aumento de 5 
vezes apenas no conteúdo de tirosina presente na forma 
de di e tripeptídeos, ao elevar a temperatura de 40ºC 
para 50ºC, utilizando-se a subtilisina na hidrólise da 
caseína. 

  
� 3.3 Efeito do pH 

A influência do pH na ação da pepsina sobre a 
caseína está representada na Figura 4. O melhor resul-
tado foi obtido no pH 1,9, uma vez que o hidrolisado 
H2 apresentou o menor teor de grandes peptídeos 
(51%) e maior de di e tripeptídeos (10%), quando com-
parado ao hidrolisado preparado no pH 2,5 (H3). Em 
relação às quantidades de médios peptídeos e aminoáci-
dos livres, não houve diferenças significativas entre es-
ses dois hidrolisados. 

Considerando-se que a faixa ótima de pH para a 
ação da pepsina é de 1 a 4, pode-se concluir que os 
resultados aqui descritos assemelham-se aos 
apresentados por Morato et al. (2000), uma vez que, 
ao trabalhar com dois valores de pH (7,5 e 8,0) situados 
na faixa ótima de ação da subtilisina (7,0-8,0), foram 
obtidos diferentes perfis cromatográficos. Ao contrário 
do que foi descrito para as frações  cromatográficas,  a  
melhor    

FIGURA 4 – Efeito do pH na ação da pepsina sobre a caseína. H2: pH = 1,9; H3: pH = 2,5. %. F1: Grandes peptí-

deos (> 7 resíduos de aminoácidos); F2: médios peptídeos (4 a 7 resíduos de aminoácidos); F3: di e tripeptídeos; 

F4: aminoácidos livres. Os resultados representam a média das triplicatas. Médias indicadas por letras iguais não 

diferem entre si (p < 0,05) na comparação de uma mesma fração para diferentes hidrolisados. Médias indicadas 

por números iguais não diferem entre si (p < 0,05) na comparação de diferentes frações de um hidrolisado. 
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distribuição dos aminoácidos aromáticos (Tabela 2) foi 
obtida no pH 2,5, visto que o hidrolisado H3 apresentou 
os teores mais elevados desses aminoácidos na forma de 
di e tripeptídeos.  

Ainda é importante ressaltar que esse compor-
tamento pode ser explicado provavelmente pela carga 
dos resíduos de aminoácidos nas moléculas da enzima e 
da caseína em diferentes valores de pH, afetando a dispo-
nibilidade das ligações peptídicas ao ataque enzimático e, 
conseqüentemente, alterando os produtos obtidos.  

  
CONCLUSÃO 

A ação da pepsina foi mais eficiente na produ-
ção de di e tripeptídeos, quando se empregou E:S a 4%, 
pH de 1,9 e temperatura de 37ºC (H4) ou 40ºC (H2). 
Além disso, esses hidrolisados (H4 e H2) apresentaram 
outras vantagens, para serem usados em dietas especi-
ais, ou seja, maiores teores de peptídeos com massa mo-
lecular média de 500Da (F2 + F3), a menor porcenta-
gem de peptídeos com massa molecular maior que 
800Da (F1), bem como o nível mais baixo de aminoá-
cidos livres. Em relação à distribuição de tirosina e trip-
tofano na forma de di e tripeptídeos, o emprego da 
temperatura de 60ºC (H7) apresentou teores mais ele-
vados desses dois aminoácidos na fração F3; entretanto, 
para a escolha da melhor preparação enzimática, deve 
também ser considerada a vantagem, do ponto de vista 
econômico, de se aplicar temperaturas mais baixas.  
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