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RESUMO 

 

 

O elevado volume de resíduos industriais gerados pelas indústrias de produtos 

cárneos tem impulsionado um novo nicho de mercado, o de hidrolisados 

proteicos. Sendo que, estes coprodutos apresentam-se como oportunidade para 

explorar matérias-primas de baixo valor comercial, porém, rico em proteínas de 

alto valor biológico, vitaminas e minerais. Neste contexto, o presente trabalho 

objetivou, por meio da hidrólise enzimática de fígado suíno, proveniente do 

abate, a obtenção de hidrolisado proteico, os quais podem formar compostos 

bioativos com propriedades nutricionais e funcionais para ser incorporado na 

alimentação humana e animal, agregando valor aos coprodutos do abate suíno, 

e ainda colaborando para uma tecnologia limpa e sustentável. A fim de 

estabelecer as propriedades funcionais e composição da matéria-prima, fígado 

suíno, determinou-se a composição química, vitaminas, minerais e perfil de 

aminoácidos, no intuito de verificar seu potencial de aplicação. Após esta etapa, 

foram realizados ensaios de hidrólise enzimática empregando duas enzimas, 

Alcalase 2.4 L® e NovoPro-D®, seguindo o planejamento experimental do tipo 
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DCCR com 4 pontos axiais. Ao final, fez-se ensaios para viabilizar o processo, 

conseguinte, para o melhor ensaio foi realizado a cinética de hidrólise. Em todos 

os planejamentos, as variáveis independentes avaliadas foram: relação 

enzima:substrato e relação proteína:água, a variável dependente foi o grau de 

hidrólise (GH) das proteínas. Os resultados revelaram que o fígado suíno 

apresenta excelente qualidade nutricional, com elevado teor de proteína 

(19,73%) e baixo valor de gordura (2,4%), umidade (74,3%) e cinzas (1,4%), 

presença balanceada de todos os aminoácidos essenciais (50,05% EAA), 

vitaminas A, complexo B e minerais, todos detectados em quantidades 

suficientes para suprir as necessidades diárias do organismo. Após análise das 

condições que apresentaram os melhores resultados, em termos de hidrólise, 

considerando as restrições para ser aplicada em larga escala, para as enzimas 

Alcalase 2.4 L® e NovoPro-D® foi estabelecido como temperatura (64°C), 

relação enzima:substrato de (1,5% e 3,0%) e proteína:água com (20% e 22%), 

respectivamente, por um período de 1 hora com pH em torno de (6,0-6,5), para 

cada enzima. Os hidrolisados advindos das reações Alcalase 2.4 L® e 

NovoPro- D® resultaram valores de grau de hidrólise de 27,86% e 27,30% 

respectivamente. Os estudos demostraram que os hidrolisados são fontes ricas 

de nutrientes necessários tais como proteínas, aminoácidos essenciais, minerais 

e vitaminas. Pela eletroforese confirmou-se que houve hidrólise em todas as 

amostras, havendo formação de peptídeos com baixa massa molecular, com 

faixas abaixo de (14kDa), além disso, detectou-se que o hidrolisado proteico 

dispõe de propriedades funcionais elevando as possibilidades de aplicação, 

sendo as funcionalidades capacidade de absorção de água e óleo, capacidade 

e estabilidade emulsificante, e, capacidade e estabilidade de formação de 

espuma. Diante destes resultados, foi possível evidenciar que o fígado suíno é 

uma excelente matéria-prima, rico em proteínas de alto valor biológico com 

potencial passível de transformação em hidrolisado proteico através de processo 

enzimático. A hidrolise enzimática, nas condições de estudo avaliada, 

apresentaram aumento na capacidade antioxidante, antidiabéticas e anti-

hipertensivas. Devido a formação dessas moléculas bioativas este novo produto 

é capaz de melhorar as propriedades nutritivas e biológicas, de modo a ser 

incorporado na alimentação humana e animal.  
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ABSTRACT 

 

 

The high volume of industrial waste generated by the meat products industry has 

driven a new market niche, that of protein hydrolysates. Since these co-products 

are an opportunity to explore raw materials of low commercial value, however, 

rich in proteins of high biological value, vitamins and minerals. In this context, the 

present work aimed, through enzymatic hydrolysis of swine liver, from slaughter, 

to obtain protein hydrolyzate, which can form bioactive compounds with 

nutritional and functional properties to be incorporated into human and animal 

feed, adding value to animals. by-products of pig slaughter, and still collaborating 

for a clean and sustainable technology. In order to establish the functional 

properties and composition of the raw material, pig liver, it was determined the 

chemical composition, vitamins, minerals and amino acid profile, in order to verify 

its application potential. After this stage, enzymatic hydrolysis tests were carried 

out using two enzymes, Alcalase 2.4 L® and NovoPro-D®, following the 

experimental design of the DCCR type with 4 axial points. At the end, tests were 

carried out to make the process feasible. Therefore, for the best test, hydrolysis 

kinetics were performed. In all plans, the independent variables evaluated were: 

enzyme: substrate ratio and protein: water ratio, the dependent variable was the 
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degree of hydrolysis (GH) of the proteins. The results revealed that the pig liver 

has excellent nutritional quality, with high protein content (19.73%) and low fat 

(2.4%), moisture (74.3%) and ash (1.4%) , balanced presence of all essential 

amino acids (50.05% EAA), vitamins A, B complex and minerals, all detected in 

sufficient quantities to supply the body's daily needs. After analyzing the 

conditions that presented the best results, in terms of hydrolysis, considering the 

restrictions to be applied on a large scale, for the enzymes Alcalase 2.4 L® and 

NovoPro-D® it was established as temperature (64 ° C), enzyme ratio: substrate 

(1.5% and 3.0%) and protein: water with (20% and 22%), respectively, for a 

period of 1 hour with a pH around (6.0-6.5), for each enzyme. The hydrolysates 

from the Alcalase 2.4 L® and NovoPro-D® reactions resulted in hydrolysis 

degree values of 27.86% and 27.30% respectively. Studies have shown that 

hydrolysates are rich sources of necessary nutrients such as proteins, essential 

amino acids, minerals and vitamins. Electrophoresis confirmed that there was 

hydrolysis in all samples, with the formation of peptides with low molecular mass, 

with bands below (14kDa), in addition, it was detected that the protein hydrolyzate 

has functional properties, increasing the application possibilities, the 

functionalities being water and oil absorption capacity, emulsifying capacity and 

stability, and foaming capacity and stability. In view of these results, it was 

possible to show that the pig liver is an excellent raw material, rich in proteins of 

high biological value with potential that can be transformed into protein 

hydrolyzate through an enzymatic process. Enzymatic hydrolysis, under the 

conditions of the study evaluated, showed antioxidant, anti-diabetic and anti-

hypertensive capacity, increasing with the hydrolysis time. Due to the formation 

of these bioactive molecules this new product is able to improve the nutritional 

and biological properties, in order to be incorporated into human and animal food. 

 

Keywords: swine co-products, enzymatic hydrolysis, bioactive peptides. 
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CAPÍTULO 1 - INTRODUÇÃO 

 

 

A agroindústria de produção animal destaca-se como uma potencial fonte 

de coprodutos de elevada qualidade biológica a ser explorada, principalmente 

por ser rica em proteínas e conter todos os aminoácidos essenciais (MORA et 

al., 2014; FAO, 2017), e além disso, apresenta elevado volume de geração de 

coprodutos, variando de 33 a 49% do peso vivo do animal (MULLEN et al., 2017).  

Dentre esses coprodutos encontram-se vísceras, cabeças, peles, 

escamas, penas, pés, recortes de carne, ossos, entre outros. O conteúdo 

biológico dessas matérias-primas desperta o interesse industrial devido, à 

possibilidade de agregação de valor, seja pela fragmentação do conteúdo 

proteico ou pelo isolamento de moléculas bioativas. Para tanto, faz-se o emprego 

da biotecnologia, em específico a hidrólise enzimática, processo este 

amplamente utilizado para a obtenção de coprodutos com valor comercial 

elevado e nutricionalmente benéfico (MARTÍNEZ-ALVAREZ et al., 2015; MORA 

et al., 2014; MULLEN et al., 2017). 

A utilização de enzimas para promoção da hidrólise enzimática proteica é 

considerada o método mais vantajoso em relação à hidrólise química, processos 

fermentativos, por permitir maior controle das condições reacionais em virtude 

de atuar faixas de temperatura e pH moderadas, e assim, evita a degradação da 

matéria - prima. Ademais, a escolha da enzima em função da sua atuação na 

estrutura proteica também proporciona conhecimento sobre a composição do 

hidrolisado a ser gerado, em que proteases, endo e exopeptidades, clivam as 

porções internas e externas, respectivamente. Nessa premissa, a enzima 

Alcalase, uma endopeptidase, é amplamente utilizada na recuperação de 

matérias-primas proteicas de origem animal e vegetal (DIETERICH et al., 2014; 

SILVA et al., 2017).  

Durante o processo de hidrólise, além da fragmentação proteica, são 

gerados compostos bioativos que exercem funções positivas no organismo, 

melhorando a saúde dos organismos que o ingerem (c). Esses peptídeos com 

bioatividade são constituídos por uma sequência de aminoácidos que irão 
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determinar sua função metabólica ou fisiológica, seja como antioxidante, 

antimicrobiano, anti-hipertensivo, antitrombótico, imunomodulador ou redutor de 

lipídeos (SHARMA et al., 2011; MARTÍNEZ-ALVAREZ et al., 2015; WU et al., 

2015; LIU et al., 2016; MULLEN et al., 2017; VILLAMIL et al., 2017).  

As características funcionais das proteínas hidrolisadas também são 

alteradas e melhoradas, possibilitando a sua aplicação em diversos segmentos 

industriais, que compreendem a capacidade de absorção de água e óleo, 

formação de espuma, o poder emulsificante e solubilidade, sendo importante na 

fabricação de alimentos. A combinação dessas características nutricionais e 

funcionais podem ser empregadas para a redução de estabilizantes, pois a fonte 

nutricional contribui no aporte tecnológico do alimento (ROMAN & SGARBIERI, 

2005; MUZAIFA et al., 2012).  

 

1.2 Objetivos da pesquisa 

 

1.2.1 Objetivo Geral 

 

O presente trabalho tem como objetivo avaliar a hidrólise enzimática do 

fígado suíno pela ação de enzimas proteolíticas, estabelecendo parâmetros 

otimizados de processo visando obter produtos com características funcionais e 

bioativas, passíveis de serem utilizadas como um novo produto comercial para 

aplicação na indústria de alimentos e farmacêutica. 

 

1.2.2 Objetivos específicos  

 

− Analisar a composição centesimal da matéria-prima, em termos de 

lipídeos, proteínas, umidade, material mineral e composição 

elementar; 

− Realizar hidrólises enzimáticas com as enzimas Alcalase 2.4 L® e 

NovoPro-D®, aplicando planejamentos DCCR, e avaliar os efeitos 

da concentração de enzima e quantidade de água na reação de 

hidrólise; 
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− Quantificar a composição centesimal dos hidrolisados em suas 

melhores condições processuais obtidas, em termos de proteínas, 

lipídeos, umidade, material mineral e composição elementar, e 

vitaminas; 

− Realizar a eletroforese dos melhores hidrolisados para as 

diferentes enzimas testadas; 

− Obter as concentrações dos aminoácidos formados por meio de 

aminograma dos melhores hidrolisados; 

− Determinação das propriedades funcionais para as melhores 

condições de hidrólise; 

− Investigação de bioatividades formadas nos hidrolisados 

proteicos. 
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CAPÍTULO 2 – FUNDAMENTAÇÃO TEÓRICA E 

REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 

 

Neste capítulo será apresentada a fundamentação teórica e a revisão 

bibliográfica sobre proteínas; composição físico-química e a utilização de 

coprodutos de origem animal, especificamente do fígado suíno; também será 

abordado os temas hidrólise enzimática utilizando diferentes proteases para 

obtenção de hidrolisados; alimentos funcionais, dentre eles, os peptídeos 

bioativos, com suas diferentes atividades; aplicação e usos comerciais de 

coprodutos de origem animais; e pesquisas em hidrolisados proteicos com 

diferentes matérias-primas realizadas nos últimos dez anos. 

 

2.1 Mercado mundial da carne suína 

 

A carne suína vem ganhando o mercado consumidor e tem contribuído 

para o aumento da proteína de origem animal, sendo que no ano de 2017, obteve 

uma elevação de 4% (ABPA, 2017). O Brasil em termos de produção de carne 

suína ocupa o quarto lugar mundial em produção e em exportação de carne 

suína (ABPA, 2017). Fatores como sanidade, nutrição, bom manejo de granja e 

produção integrada, somados à evolução genética durante os últimos 20 anos, 

contribuíram para uma carne com teores reduzidos de gordura (31%), de 

colesterol (10%) e de calorias (14%) (BRASIL, 2014), e com isso despertando 

consolidando o interesse de consumo pela população. 

Devido a estes fatores, a produção de suínos no Brasil vem crescendo 

vigorosamente nas últimas décadas. E cada vez mais o país tem conquistado 

espaço no cenário internacional de carne suína, com exportações em volumes 

crescentes. Isto se deve ao fato dos inúmeros investimentos em ampliação e 

também de um substancial evolução na produtividade das granjas. Obviamente, 

a carne suína participa das cadeias da proteína animal, concorrendo 

principalmente com as cadeias da carne de frangos e de bovinos pela 

preferência dos compradores, sendo que a suína ainda é a mais produzida e 
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consumida no mundo (ABCS, 2017). O consumo e a produção de carne suína 

estão representados nas Figuras 2.1 e 2.2, respectivamente. 

 

 

Figura 2.1 - Consumo de carne suína mundial (Ranking 2016) 
Fonte: Adaptado de USDA (2016). 

 

 

Figura 2.2 - Produção de carne suína mundial (Ranking 2016) 
Fonte: Adaptado de USDA (2016). 

 

Dentro do cenário mundial (Figuras 2.1 e 2.2), a China é a maior 

produtora, respondendo por quase metade da produção, seguida pela União 

Europeia (UE), Estados Unidos (USA), e o Brasil ocupando a quarta posição, 

seguido pela Rússia, em quinto lugar (ABPA, 2018). 
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Segundo a mesma fonte, a China, além de possuir o status de maior 

produtor e consumidor mundial de carne suína, passou a ser também o maior 

importador, respondendo, em 2016, por espantosos 2,5 milhões de toneladas ou 

29% das importações mundiais. Já o mercado exportador apresentou mudanças 

importantes.  

De acordo com a Associação Brasileira de Proteína Animal (ABPA) a 

União Europeia, após um período de estabilidade nas suas exportações, 

apresentou um expressivo incremento das vendas para outros países em 2016, 

com previsão de manter os volumes exportados também em 2017. Passou de 

uma exportação de 2,17 milhões de toneladas de carne suína em 2012 para 3,3 

milhões de toneladas em 2016 (ABPA, 2017). 

Diante disso, o Brasil, em uma menor escala, também conseguiu ocupar 

espaço no mercado internacional saindo de 660 mil toneladas em 2012 para 

cerca de 900 mil toneladas em 2016, apresentando um crescimento de 9% para 

10,5% no mesmo período. Nesse sentido, verifica-se que o consumo per capita 

da carne suína encerrará 2017 com 14,7 quilos, uma elevação de 2% em relação 

ao consumo do ano passado que chegou aos 14,4 quilos per capita (ABPA, 

2017). 

 

2.2 Proteínas  

 

Proteínas são macromoléculas biológicas e as mais abundantes 

presentes em células vivas. São consideradas um nutriente fundamental para o 

nosso organismo, uma vez que são essenciais para o crescimento, o 

desenvolvimento e a manutenção do organismo. São formadas por aminoácidos, 

ligados entre si por ligações peptídicas. A partir do mesmo conjunto de 20 

aminoácidos é construída desde a mais simples proteína existente em bactérias 

até as constituintes em seres humanos (NELSON & COX, 2014).  

De acordo com os mesmos autores, esses aminoácidos, quando 

arranjados em diferentes combinações e junções, produzem propriedades e 

funcionalidades distintas, as quais desempenham funções essenciais e variadas, 
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como enzimas, hormônios, anticorpos, transportadores, fibras musculares, 

proteínas das lentes dos olhos, penas, teias de aranha, chifres de rinocerontes, 

proteínas do leite, antibióticos, venenos de cogumelos e uma infinidade de outras 

substâncias com atividades biológicas distintas. Sendo que suas propriedades 

são determinadas pelo número e espécie dos resíduos de aminoácidos, bem 

como pela sequência desses compostos na molécula (LEHNINGER et al., 1995; 

NELSON & COX, 2014). Nesse sentido, a Figura 2.3 apresenta a estrutura de 

um aminoácido. Nesta figura se observa a estrutura básica do aminoácido, que 

é um composto orgânico que contém um grupo amina e um grupo carboxila. 

 

 

 

 

 

 

Figura 2.3 - Estrutura geral de um aminoácido 

Fonte: Adaptado de Lehninger et al. (1995) e Nelson & Cox (2014). 

 

2.3 Classificação das proteínas 

 

As proteínas podem ser classificadas, de acordo com sua função, 

estrutura e composição (TIRAPEGUI, 1994; LAJOLO et al., 1998). Em termos de 

função, esta dependerá das combinações de aminoácidos existentes na 

composição da proteína, como hormônio (insulina), enzima (tripsina), proteínas 

contráteis (actina e miosina), proteínas estruturais (colágeno), proteínas de 

reservas nutritivas (caseína), entre outras.  

No que se refere à estrutura, são classificadas conforme sua configuração 

espacial, as proteínas irão apresentar diferentes níveis de complexidade 

estrutural, desde as mais simples (primária) até a mais complexa (quaternária). 

E, quanto à composição, são classificadas a partir do produto de sua hidrólise, 

se resultar somente de aminoácidos serão simples; quando liberarem outros 
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componentes orgânicos ou inorgânicos denomina-se de grupos prostéticos 

(TIRAPEGUI, 1994; LAJOLO et al., 1998). 

 

2.4 Qualidade nutricional das proteínas 

 

Do ponto de vista nutricional existem os aminoácidos essenciais que não 

podem ser sintetizados pelo organismo animal, portanto, devem ser fornecidas 

por meio de dieta balanceada com proporções correspondentes às 

necessidades de cada indivíduo para que possam ser absorvidas e 

metabolizadas pelo organismo com a máxima eficiência. Os ditos não essenciais 

são aqueles que o organismo humano consegue sintetizar a partir dos alimentos 

ingeridos (TIRAPEGUI et al., 2006). Exemplos de proteínas completas seriam 

aquelas derivadas de alimentos como carne, leite, ovos, peixe e aves que 

apresentam todos os aminoácidos essenciais ao homem em quantidades 

adequadas a seu crescimento e manutenção, conforme está apresentado na 

Tabela 2.1 a classificação nutricional dos aminoácidos. 

 

Tabela 2.1 - Classificação nutricional dos aminoácidos 

Essenciais Condicionalmente essenciais Não essenciais 

Fenilalanina Glicina Alanina 
Triptofano Prolina Ácido Aspártico 

Valina Tirosina Ácido Glutâmico 
Leucina Serina Asparagina 

Isoleucina Cisteína e Cistina -- 
Metionina Taurina -- 
Treonina Arginina -- 

Lisina Histidina -- 
-- Glutamina -- 

Fonte: Tirapegui et al. (2006). 

 

Diante disso, a carne oriunda de qualquer espécie, é considerada uma 

fonte de proteína completa, de excelente qualidade e de alto valor biológico, pois 

contém alta porcentagem de todos os aminoácidos essenciais ao corpo humano. 

A disponibilidade dos aminoácidos da carne após a digestão é alta, em média 

proteínas cárneas são 95 a 100% digeríveis (OLIVO & OLIVO, 2006). 
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2.5 Proteínas da carne suína 

 

A carne suína, além de saborosa e saudável, é um componente 

importante em muitas dietas tradicionais. Quase todas as partes do suíno podem 

ser consumidas e as preferências dos consumidores são variáveis. De acordo 

com Toldrá et al. (2012) e observando o mercado, percebe-se que a parte 

muscular é a porção do animal mais comumente consumida. No entanto, a 

utilização de coprodutos tais como vísceras, carcaças e órgãos internos estão 

relacionados com o país e a cultura estudada, podendo ser considerados 

iguarias de altos preços ou material residual a ser eliminado. 

 

2.6 Fígado suíno 

 

2.6.1. Composição química e sua utilização 

 

De um modo geral, os coprodutos comestíveis de animais possuem um 

bom valor nutricional, pois contêm boa fonte de proteínas e baixo teor de 

gorduras, sendo rico em vitaminas e minerais (KIM, 2011). Particularmente, o 

fígado é um dos componentes mais nutritivos e constitui uma fonte rica no aporte 

proteico em vitamina B12 e A (NOLLET & TOLDRÁ, 2011; SEONG et al., 2015). 

E, desta forma, é utilizado em cardápios que buscam por uma dieta saudável. 

Alguns estudos, os quais são apresentados a seguir mostram sua composição 

de nutriente é benéfica ao organismo ingestor. 

Pesquisa realizada por Nollet & Toldrá (2011) e Seong et al. (2014)b, 

demonstraram que a composição química do fígado suíno é semelhante à dos 

tecidos musculares, rica em fontes de nutrientes necessários, como proteínas, 

aminoácidos, vitaminas, conteúdo mineral e perfil de aminoácidos, portanto, 

diante destes resultados, concluíram que o fígado suíno é adequado para o 

consumo humano.  

Honikel (2011) e Nollet & Toldrá (2011) em suas pesquisas analisaram os 

constituintes do fígado suíno, verificaram variações nos valores de composição, 
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e atribuíram estas a fatores como: alimentação, clima e tempo de crescimento 

do animal a ser abatido, influenciam na constituição dos nutrientes presentes no 

órgão, não havendo um padrão. 

Conforme composição química apresentada na Tabela 2.2, observa-se 

que o fígado suíno in natura representa uma fonte de proteínas, minerais e 

vitaminas, além de alto teor de umidade (74-76%). 

 

Tabela 2.2 - Composição química do fígado suíno por 100 g de amostra 

Componente Nome estrutura Quantidade (100 g) 

Proteína (g) -- 18,9 - 21,6 
Gordura (g) -- 2,4 - 6,8 

Ca (mg) Cálcio 6 – 10 
P (mg) Fósforo 356 – 370 
Fe (mg) Ferro 19,2 - 21,0 
Na (mg) Sódio 73 – 87 
K (mg) Potássio 271 – 320 

Mg (mg) Magnésio 18 
Zn (mg) Zinco 5,76 
Cu (mg) Cobre 0,68 
Mn (mg) Manganês 0,34 

Ácido fólico (µg) Folacina 110 – 212 
Colesterol (mg) -- 301 
Vitamina A (IU) Retinol Traços – 10900 

Vitamina B1 (mg) Tiamina 0,28 - 0,31 
Vitamina B2 (mg) Riboflavina 3,00 
Vitamina B3 (mg) Niacina 14,8 - 16,4 
Vitamina B6 (mg) Piridoxina 0,68 - 0,69 
Vitamina B5 (mg) Pantotenato 0,9 
Vitamina B6 (mg) Piridoxina 0,68 - 0,69 
Vitamina B8 (µg) Biotina 27,0 

Vitamina B12 (µg) Cobalamin 25,0 - 26,0 
Vitamina C (mg) Ácido ascórbico 13,0 - 25,3 

Fonte: Adaptado de Honikel (2011) e Nollet & Toldrá (2011). 

 

Em seus estudos os autores Srebernich et al. (2017) avaliaram a 

qualidade de uma mistura fortificante (FM), contendo fígado suíno preparado em 

pó. Os autores concluíram que o FM possui características que o tornam um 

excelente alimento fortificante, para uso nas refeições escolares principalmente 

em sopas, cremes, carnes cozidas e especialmente no feijão, uma preparação 

que faz parte dos hábitos alimentares brasileiros desde a infância.  

Os referidos autores Srebernich et al. (2015) também avaliaram a 

qualidade de um bolo de carne desenvolvido com fígado suíno. Concluíram que 

houve redução nos níveis de gorduras e um aumento dos níveis de proteína e 
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matéria mineral, especialmente ferro e zinco, com aumentos de 100,0% e 

152,73% para o ferro e 70,83% e 97,92%, fornecendo 15 e 20% das 

necessidades diárias desses minerais para crianças em idade pré-escolar, 

sendo uma opção viável para reduzir a incidência de anemia ferropriva. 

Diante desses estudos é evidente a excelente qualidade nutricional do 

fígado suíno, pois são fontes ricas em nutrientes necessários para a manutenção 

das atividades vitais. No entanto, ainda são poucas as pesquisas que 

enfatizaram a potencialidade do aproveitamento do fígado suíno na obtenção de 

novos produtos.  

A maior parte dos estudos reportados na literatura enfocando o 

aproveitamento dos coprodutos do abate animal, por meio do processo de 

hidrólise, se refere principalmente à utilização de pescados, a exemplo do 

aproveitamento de vísceras de peixe (FELTES et al., 2010; ROSLAN et al., 2014, 

2015; SILVA et al., 2014); espinha dorsal de salmão (SLIZYTE et al., 2016); 

vísceras de camarão (Katsuwonus pelamis) (KLOMKLAO & BENJAKUL, 2016), 

vísceras de sardinha (VENTURIN et al., 2017). Alguns estudos relatam a 

obtenção de hidrolisado proteico a partir de coproduto do abate caprino 

(QUEIROZ et al., 2017); bovino (BAH et al., 2016); aves (OLIVEIRA et al., 2015; 

LASEKAN et al., 2013) e tecidos suínos (DAMGAARD et al., 2014). 

Atualmente as indústrias processadoras de produtos cárneos geram um 

volume de, aproximadamente, 24,5 milhões de toneladas de matérias-primas 

residuais (MARTÍNEZ-ALVAREZ et al., 2015). Contudo, se os coprodutos do 

abate bovino e suíno forem usados de forma eficaz, podem proporcionar uma 

economia de 11,4% a 7,5% ao setor produtivo, respectivamente (TONDRÁ et al., 

2011). 

Diante do exposto, verifica-se a possibilidade do uso dos coprodutos, 

como o fígado suíno, em processos biotecnológicos. Uma vez que, esta é uma 

alternativa tecnológica que possibilita agregar valor aos coprodutos industriais, 

resultando em alimentos seguros e de alto valor biológico e nutricional.  
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2.7 Coprodutos agroindustriais 

 

A demanda crescente por alimentos para atender à necessidade 

nutricional da população mundial é cada vez maior, sendo o setor agrário o 

principal responsável por este fornecimento (FAO, 2015).  

Dentre as atividades agrárias de produção de alimentos, as de produção 

de proteína animal (avicultura, suinocultura, bovinocultura e aquicultura) se 

destacam devido ao crescimento exponencial no cenário mundial, além de 

perfazer as principais fontes nutricionais para a alimentação da população 

mundial (FAO, 2015; ABPA, 2017). Não obstante, da mesma forma com que 

esse setor cresce, a geração de coprodutos, subprodutos e resíduos oriundos 

das etapas de abate e processamento, também acompanham a ascensão de 

crescimento (MULLEN et al., 2017). Na Figura 2.4 são apresentadas as 

possíveis aplicações dos coprodutos alimentares. 
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Figura 2.4 – Aplicação dos coprodutos alimentares. 
Fonte: Adaptado de Toldrá et al. (2016). 

 

Em geral, estes produtos gerados (Figura 2.4) que não são diretamente 

destinados ao consumo humano são considerados coprodutos do 

processamento e compreendem sangue, pele, vísceras, ossos, aparas de carne, 

tecidos gordurosos, escamas, nadadeiras, cartilagens, penas, entre outros. 

Estima-se que o volume de coprodutos seja de, 18 a 28% na avicultura, 55%, na 

bovinocultura, 48% na suinocultura e 50 a 70% na piscicultura em relação ao 

peso do animal vivo (MULLEN et al., 2017; VILLAMIL et al., 2017; FERREIRA et 

al., 2018).  

Estes coprodutos, antes chamados de resíduos do processamento, são, 

geralmente, subutilizados e destinados à produção de farinhas e óleos para 

nutrição animal ou à produção de compostos agrícolas, o que proporciona a 

baixa valorização, considerando sua potencialidade (FERREIRA et al., 2018). 

Na busca pela sustentabilidade no setor, as principais preocupações com 

a geração de resíduos nestas atividades são inerentes às repercussões que 

estes podem apresentar em relação à saúde humana e ambiental (FERREIRA 

et al., 2018). 

Além disso, Toldrá et al. (2016) ressaltam que o tratamento de resíduos 

agroindustriais para descarte é tão oneroso quanto o emprego de tecnologias 
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para a transformação em produtos que agregam valor e aumentam a 

lucratividade na cadeia produtiva. Estes fatores evidenciam que estes produtos 

coadjuvantes da produção animal vislumbram alternativas industriais com a 

possibilidade de agregação de valor devido a sua alta qualidade biológica como 

fonte de proteínas, minerais, vitaminas, ácidos graxos, biomoléculas, entre 

outros valiosos componentes de interesse comercial/industrial.  

O emprego de tecnologias para a otimização, a recuperação ou a 

transformação destes coprodutos é relativo à sua valorização, em que, quanto 

mais tecnologias são utilizadas, maior será o valor atribuído a estes produtos 

(MULLEN et al., 2017).  

Aspectos gerais como a elevada oferta, a boa qualidade biológica e o 

baixo custo destas matérias-primas despertam o interesse industrial, sendo uma 

tendência do mercado o emprego de tecnologias que melhoram as propriedades 

químicas e funcionais destes coprodutos, apresentando diversas possibilidades 

de aplicações (DIETERICH et al., 2014; MULLEN et al., 2017).  

Dependendo do tratamento e da integridade do coproduto, as aplicações 

podem variar desde a elaboração de ingredientes para nutrição animal até a 

exploração de propriedades bioativas e nutracêuticas (TOLDRÁ et al., 2016).  

De acordo com Fiorese et al. (2018), um processo promissor para a 

valorização de coprodutos agroindustriais é o emprego da biotecnologia, por 

meio da hidrólise enzimática proteica que, além de melhorar a qualidade 

nutricional e funcional da matéria-prima, apresenta pouco ou nenhum resíduo de 

processamento, sendo uma forma de aproveitamento integral de produtos pouco 

explorados ou com baixo valor agregado. 

 

2.8 Hidrolisado proteico 

 

O processo de hidrólise consiste na clivagem da porção proteica em meio 

aquoso em fragmentos de diversos tamanhos, solubilizando a proteína e 

resultando em uma porção solúvel que é rica em proteína, peptídeos e 

aminoácidos livres, e outra porção insolúvel que é constituída pelo material não 
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hidrolisado (ADLER-NISSEN, 1986; ALBUQUERQE, 2003; PASUPULETI & 

BRAUN, 2010).  

O fator principal da hidrólise proteica é o aprimoramento nutricional desta 

reação, em que ocorre uma pré-digestão deste nutriente, tendo como resultado 

um produto com maior digestibilidade, uma vez que sua absorção é facilitada por 

conter fragmentos de menor tamanho (SILVA et al., 2017).  

Assim, a modificação da estrutura proteica pode ser catalisada sob ação 

ácida, alcalina ou enzimática. A hidrólise química (ácida ou alcalina) é o método 

convencional e severo para hidrólise proteica, a qual é realizada através da 

quebra de ligações peptídicas, utilizando bases e ácidos fortes sob alta pressão 

e temperatura (ARAÚJO et al., 2009). 

No entanto, esse método apresenta algumas limitações, tais como, 

dificuldade de controle do processo, podendo levar a clivagem de ligações 

peptídicas não específicas, racemização dos aminoácidos, alterando a estrutura 

do L-aminoácido para o D-aminoácido, impossibilitando a utilização desses 

hidrolisados proteicos na alimentação de humanos e animais. Além disso, alguns 

dos aminoácidos essências como triptofano e cisteína, podem ser degradados 

ou diminuídos durante a reação de hidrólise. Diante disso, torna-se difícil de 

controlar a qualidade do produto, gerando quase sempre produtos com 

composição química e propriedades funcionais variáveis (HALL et al., 1992; 

SGARBIERI, 1996; ARAÚJO et al., 2009; WHISUTHIPHAET et al., 2015).  

Já a hidrólise enzimática tem sido muito utilizada nos processos de 

hidrólise proteica, a qual envolve a aplicação de enzimas proteolíticas digestivas, 

vegetais ou de origem microbiana. Este processo de hidrólise é limitado, 

induzindo a redução de fatores alergênicos, assim como melhoria da 

digestibilidade e formação de peptídeos com atividade biológica (KORHONEN, 

2009). 

No entanto, para a garantia da qualidade nutricional e dos grupos 

funcionais do produto, o processo de hidrólise deve ser realizado em condições 

brandas e controladas, com a finalidade de proporcionar um perfil peptídico 

definido, liberação de compostos bioativos e possibilidade de reprodução deste 

padrão (ADLER-NISSEN, 1986; ZAVAREZE et al., 2009), assim, a hidrólise 
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enzimática dentre os processos citados é considerada a mais vantajosa 

(PASUPULETI & BRAUN, 2010).  

Toldrá et al. (2016), ao listarem processos promissores para o 

aproveitamento de coprodutos animais, apontam a produção de hidrolisados 

proteicos como um dos métodos com maior valorização, visto que além da 

melhoria nutricional em função da fragmentação proteica, este processo 

contribui para a liberação de componentes com ação funcional, desempenhando 

melhorias fisiológicas no organismo. 

 

2.9 Enzimas 

 

A hidrólise enzimática da proteína é baseada no uso de enzimas que 

clivam ligações proteicas para alterar as propriedades químicas e funcionais da 

matéria-prima sem prejudicar seu valor nutricional (ADLER-NISSEN, 1986; 

PASUPULETI & BRAUN, 2010).  

A maioria das enzimas são importantes proteínas especializadas em 

realizar biotransformações nos sistemas biológicos, sendo responsáveis por 

catalisar as reações bioquímicas do crescimento celular, com exceção do grupo 

de ácido ribonucleico (RNA). Essas moléculas aceleram as reações químicas em 

até 1017 vezes mais que as reações não catalisadas. Elas agem de forma 

organizada e, em sequência, possuem especificidade e degradam nutrientes de 

modo a conservar a energia química e ainda podem possuir ação reguladora de 

outras atividades necessárias para a manutenção da vida (NELSON & COX, 

2002). 

As enzimas são classificadas de acordo com as reações que catalisam e 

estão apresentadas na Tabela 2.3.  
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Tabela 2.3 – Classificação das enzimas 
Classe Tipo de reação catalisada 

1. Oxidorredutase Transferência de elétrons 
2. Transferase Reações de transferência de grupos 
3. Hidrolase Reações de hidrólise (transferência de grupos funcionais para a água) 

4. Liase 
Adição de grupos em ligações duplas ou formação de ligações duplas 

pela remoção de grupos 

5. Isomerase 
Transferência de grupos dentro da mesma molécula para formar 

isômeros 

6. Ligase 
Formação de ligações C-C, C-S, C-O e C-N pelo acoplamento da 

clivagem da adenosina trifosfato (ATP) com as reações de 
condensação 

Fonte: Adaptado de Nelson & Cox (2002).  

 

As enzimas utilizadas na quebra de proteínas são proteases, peptidases 

ou proteinases e pertencem ao grupo das hidrolases as quais catalisam e 

clivagem hidroliticamente as ligações peptídicas da molécula de proteína 

(NELSON & COX, 2002).  

 

2.9.1 Enzimas proteolíticas/proteases  

 

As proteases pertencem ao grupo das hidrolases, as quais catalisam a 

reação de hidrólise das ligações peptídicas das proteínas, ocorrendo à 

transferência de componentes do substrato para a água (WHITAKER, 1994; 

ELLAIAH, 2002). Além disso, podem ser produzidas a partir de plantas, animais 

ou microrganismos, sendo que as de origem microbiana apresentam-se mais 

promissoras por produzir enzimas específicas e possuírem a maioria das 

características desejadas para a aplicação em biotecnologia. Estas são 

responsáveis por 60% das vendas do mercado mundial e em maior quantidade 

que animais e plantas (BEYOND & BOND, 2001).  

São classificadas baseadas em pH, especificidade do substrato, 

mecanismo de ação e na comparação de sítios ativos, mas convencionalmente 

elas são divididas em quatro importantes grupos: serina-proteases, aetalo-

proteases, cisteína-proteases e aspártico-proteases (ELLAIAH et al., 2002; 

SOUZA, 2008). Segundo o sistema internacional de nomenclatura as enzimas 

proteolíticas pertencem a subclasse 4 da classe 3 (EC 3.4 Peptídeo hidrolases), 

conforme mostra a Figura 2.5. As proteases são subdivididas em sub-classes 
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baseadas no mecanismo de ação catalítico e estas são caracterizadas por sua 

especificidade pelo substrato (WARD, 1985).  

As proteases podem ser consideradas uma endopeptidases e 

exopeptidases, dependendo do mecanismo de hidrólise. As endoproteinases 

hidrolisam as ligações peptídicas no interior da cadeia polipeptídica, geralmente 

em resíduos específicos produzindo peptídeos relativamente grandes. Enquanto 

as exopeptidases quebram as ligações peptídicas terminais, atuam nas 

extremidades N- ou C-terminal (YANG et al., 2011; TAVANO, 2013; HSIAO et 

al., 2014). 

De acordo com Ellaiah et al. (2002) as endopeptidases são subdivididas 

em relação à especificidade de atuação do seu sítio ativo em: 

− serino endopeptidases, quando apresentam um centro ativo na catálise 

da serina, geralmente sua atividade ótima está quando o pH se encontra 

neutro ou alcalino (7-11);  

− cisteína endopeptidases com centro ativo para cisteína, sua atividade 

acontece em pH (5-8);  

− aspártico endopeptidases quando apresentam dependência de resíduos 

de ácido aspártico, sua atividade máxima acontece em pH baixo (3-4);  

− metaloendopeptidases que utilizam metais em suas reações catalíticas, 

essas enzimas tem atividade ótima com pH entre (5-9).  

Já as exopeptidases são classificadas em dois grupos quanto ao local de 

ação na cadeia proteica em: amino-peptidases que atuam na porção N-terminal 

da proteína e libera aminoácidos livres, di ou tri peptídeos e carboxipeptidase 

com atuação na extremidade C-terminal e liberando aminoácidos livres e 

dipeptídeos (ELLAIAH et al., 2002). 
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Figura 2.5 – Classificação de enzimas proteolíticas 
Fonte: Adaptado de Ward (1985). 

 

Diante disso, a Figura 2.6 apresenta as principais finalidades das 

proteínas visando hidrolisados proteicos a partir de enzimas. 
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Figura 2.6 – Proteínas para obter hidrolisados proteicos partir do uso de enzimas 

Fonte: Adaptado de Tavano (2013). 

 

Diversas proteases são comercializadas para fins de transformação 

proteica na indústria alimentícia, cosmética, fármaco e animal (Tabela 2.4). 

 

Tabela 2.4 – Proteases comerciais e suas características de ação 

Enzima 
pH de máxima 

atividade proteolítica 

Temperatura (ºC) de 
máxima atividade 

proteolítica 
Especificidade 

Alcalase 2.4 L® 6,5 - 8,5 55 - 70 Endo* 

Neutrase 0,5L 5,5 – 7,5 45 - 55 Endo 

Protamex 5,5 – 7,5 35 - 60 Endo e Exo** 

Corolase 7089 5 – 7.5 <60 Endo 

Corolase PN-L 5 – 8 <50 Endo e Exo 

Corolase LAP 6 – 9 <70 Exo 

Papaina 5 – 7 65 - 80 Endo e Exo 

Bromelina 3 – 9 50 - 60 Endo e Exo 

Pepsina 1,5 - 2,5 35 - 50 Endo 

NovoPro-D® 6 – 9 50 - 60 Endo 

* Endo: endopeptidase. ** Exo: exopeptidase.  
Fonte: Adaptado de Vermelho et al. (2008). 

 

A Tabela 2.4 explana a diversidade de enzimas proteases, assim como 

suas características de atuação, o que demonstra o quão amplo pode ser o 

emprego destas enzimas em diferentes processos de produção, quanto aos 

processos hidrolíticos tornam-se extremamente aplicáveis, pois apresentam uma 

larga faixa de temperatura 35 a 80ºC e pH 1,5 a 9. Para Vermelho et al. (2008) 

pode-se escolhê-las em relação ao produto que se objetiva, por meio de sua 
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especificidade de atuação na clivagem proteica em diferentes porções desta 

estrutura. 

A Tabela 2.5 apresenta alguns estudos desenvolvidos com proteases e 

variadas matérias-primas.  
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Tabela 2.5 – Estudos para aplicação de proteases na obtenção de peptídeos com atividade biológica a partir de diferentes fontes de proteína 

Protease 
Condições de 

hidrólise 
Fonte proteíca 

Bioatividade dos 
Peptídeos 

Peptídeos  
(massa molecular) 

Referência 

 pH 8,0; 50ºC; 3h     

Alcalase 2.4 L® E*:S** = 1:20 Soja Antiadipogênese 754 a 3897 kDa Mejia et al. (2010) 
 (S) = 5,0%     

      
 pH 7,0; 50ºC; 2h 

Proteína isolada 
de soja (PIS) 

   

Flavourzyme® E:S = 1:100 Antiadipogênese ≤1300 Da Tsou et al. (2010)a 
 (S) = 2,5%    

      

 pH 6,0; 45ºC; 4h     

Neutrase® E:S = 1:100 (PIS) Antiadipogênese 1300 - 2200 Da Tsou et al. (2010)b 
 (S) = 2,5%     
      

Pepsina 
pH 6,0; 45ºC; 4h Hemoglobina 

Bovina 
Antimicrobiana e 
Anti-hipertensiva 

688 a 4430 Da Adje et al. (2011) 
E:S = 1:100   

      

 pH 8,0; 50ºC; 3h  Antioxidante e Anti-
inflamatória 

445 e 2148 Da Oseguera-Toledo et al. (2011) 
Alcalase 2.4 L® (E) = 0,2 mgmL-1 Feijão   

 (S) = 8,0%     

      

Alcalase 2.4 L® pH 7,0; 50ºC; 8h  

Salmão 
Antioxidante e Anti-

inflamatória 
1000 e 2000 Da 

  
Ahn et al. (2012) 

  

Flavourzyme® pH 7,0; 50ºC; 8h  
Protamex® pH 7,0; 50ºC; 8h  
Neutrase® pH 7,0; 50ºC; 8h  

Pepsina pH 2,0; 37ºC; 8h  
Tripsina pH 8,0; 37ºC; 8h 

* Enzima. 
** Substrato. 
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2.9.2 Aplicações das enzimas  

Dentre as proteases comerciais existentes, atualmente a Alcalase 2.4 L® 

é a enzima comercial mais utilizada na fabricação de hidrolisados proteicos. Uma 

vez que, produz características sensoriais desejáveis, ausência de cheiro 

desagradável e possui alta funcionalidade (SUJITH & HYMAVATHI, 2011). 

A enzima Alcalase 2.4 L® é uma endopeptidase bacteriana que foi 

desenvolvida pela empresa Novozymes e provém da fermentação submersa do 

microrganismo Bacillus licheniformis (NOVOZYMES, 2011; CORÎCI et al., 2011; 

BERNARDI et al., 2016; LI et al., 2016; YU et al., 2017; ALAVI et al., 2019). É 

classificada como uma subtilisina, uma serina-protease, conhecida pela sua 

atuação sob altas temperaturas e moderada alcalinidade (SCHIMIDT, 2008). 

Seu principal desempenho é na hidrólise das ligações peptídicas contidas de 

resíduos hidrofóbicos na cadeia lateral carboxílica e no alcance de um alto grau 

de hidrólise sob condições suaves em menor período (ADLER-NISSEN, 1986; 

ASPMO et al., 2005). 

Estudos reportados na literatura voltados ao reaproveitamento de 

coprodutos apresentam pesquisas aplicando diversos resíduos utilizando a 

Alcalase 2.4 L® como referência (padrão) no processo de hidrólise enzimática. 

Realizaram hidrólise com fígado suíno utilizando Alcalase 2.4 L® durante 

6 h e pH 8,0 e 50ºC, e obtiveram graus de hidrólise na faixa de 1,22 a 23,56%. 

Detectando nos hidrolisados produzidos, atividades antioxidante como 

2- 2 difenil-1-picril-hidrazil (DPPH) e ácido 2, 2-azino-bis-3-etil-benztiazolina-6-

sulfônico (ABTS), e, radicais de poder redutor de íons férricos (FRAP) (VERMA 

et al., 2017). 

Investigaram para a bioconversão de sardinha com enzima Alcalase 

2.4 L® no tempo de 4 h e obtiveram graus de hidrólise na faixa de 13,2-14,9 % 

(pH 8,0 e 50ºC), com formação de perfil de pequenos peptídeos abaixo de 1000 

Da, além da atividade antioxidante natural (GARCÍA-MORENO et al., 2014)  

Roslan et al. (2015) avaliaram a otimização de produção de hidrolisado de 

proteína de peixe a partir do subproduto da Tilápia com enzima Alcalase 2.4 L®. 
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A condição ótima encontrada foi com pH 7,5, 60oC, concentração de substrato 

15% (p/v) e de enzima 2,5% (p/p), fornecendo um grau de hidrólise de 20,20%, 

hidrolisado este, com propriedades nutricionais e funcionais.  

Enquanto que na pesquisa de Roslan et al. (2014), empregaram 

diferentes subprodutos (pele, ossos, cabeças e caudas) oriundo do 

processamento de file de tilápia (Oreochromis niloticus) em hidrólises proteicas 

com Alcalase 2.4 L®. Os autores obtiveram excelentes valores para a liberação 

de aminoácidos como triptofano, tirosina, fenilalanina e prolina.  

 No estudo realizado por Bernardi et al. (2016) os autores concluíram que, 

a hidrólise enzimática utilizando Alcalase 2.4 L®, possibilitou recuperar as 

proteínas dos coprodutos do processamento de Tilápia do Nilo, promovendo a 

formação de péptidos in vitro altamente antioxidantes.  

Enquanto que Mejia et al. (2010) avaliaram o efeito de hidrolisados 

protéicos da soja produzidos com Alcalase 2.4 L® (pH 8,0; 50ºC; 3h) e 

enriquecidos com b-conglicinina, a performance foi ponderada em termos de 

atividade da sintase ácida (FAS) sobre a gordura e resposta adipogênica de 

adipócitos humanos in vitro. Os resultados, mostraram que alterações 

genotípicas nas subunidades de proteínas da soja produziram perfis peptídicos 

ativos na faixa de 754 a 3897 kda, com bioatividade antiadipogênica.  

A enzima Alcalase 2.4 L® também foi estudada na hidrólise do feijão 

durante 3 h a 20ºC e pH 8,0, os autores concluíram que houve formação das 

bioatividades antioxidante e anti-inflamatória, com perfis peptídicos ativos de 445 

e 2148 Da (OSEGURA-TOLEDO et al., 2011). 

Outra enzima aplicada em pesquisas com coprodutos nos últimos anos é 

a NovoPro-D®, entretanto, há poucos estudos utilizando esta enzima, se 

comparado com a Alcalase 2.4 L®, mostrando que ainda é necessário aumentar 

o número de pesquisas com esta enzima, de forma a evidenciar o seu potencial 

de aplicação.  

A enzima NovoPro-D® é resultante de uma preparação enzimática de 

Serina endoprotease, que hidrolisa ligações pépticas internas, seu componente 

enzimático principal é uma subtilisina produzida pela bactéria Bacillus 

licheniformis geneticamente modificado em fermentação submersa, 
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comercializada pela empresa Novozymes na forma líquida, estabilizada em 

água, glicerol e ácido fórmico (NOVOZYMES, 2011; MIRANDA, 2012; ROJAS et 

al., 2014; ZHOU et al., 2019).  

Para Miranda (2012) o destaque da NovoPro-D® para a aplicação 

industrial se dá na indústria de pet food, uma vez que empregam esta enzima 

em processos que visam o melhoramento do sabor das rações.  

Kamnerdpetch et al. (2007) avaliaram a hidrólise enzimática da polpa de 

batata com as enzimas Alcalase 2.4 L® e NovoPro-D® (7%), por 26 h, a 300 

rpm, a 50ºC com pH inicial 8,5, obtiveram ao final dos processos graus de 

hidrólise de 8,56 e 3,28%. Ambos os hidrolisados apresentaram formação de 

aminoácidos de forma significativa, contudo, os hidrolisados da enzima Alcalase 

2.4 L® destacaram-se pela variedade de aminoácidos, produzindo histidina, 

fenilalanina, triptofano, tirosina e metionina, em mg g proteína -1 de 3,75; 2,84; 

1,27; 2,03 e 1,06, respectivamente. 

Miranda (2012) realizou a hidrólise enzimática de soja empregando as 

enzimas Alcalase 2.4 L® e NovoPro-D® para a finalidade de aplicação em dietas 

de animais. O estudo verificou que o grau de hidrólise (19%) obtido com a enzima 

NovoPro-D® na concentração de 1%, temperatura de 60⁰C e pH 9,0 por um 

período de 3 h foi levemente superior que em comparação com a enzima 

Alcalase 2.4 L® no mesmo tempo e condições processuais, grau de hidrólise de 

18%. 

Enquanto Antunes (2014) investigou as enzimas Alcalase 2.4 L® e a 

NovoPro-D® quanto ao seu potencial catalítico na hidrólise de carne 

mecanicamente separada (CMS) de Tilápia, após 5 horas de reação, o grau de 

hidrólise final para Alcalase 2.4 L® e NovoPro-D® foi de 41% e 56%, 

respectivamente, e o valor de aminoácido aromático livre é de 0,15 e 

0,22 mg mL-1. Demostrando desta forma o potencial de aplicação da enzima 

NovoPro-D®. 

No estudo de Rojas et al. (2014) os autores hidrolisaram casca de soja 

utilizando a enzima NovoPro-D®, com o intuito desta aplicação foi recuperar 

proteínas na forma de peptídeos com baixo peso molecular e produzir etanol a 

partir da fração olignocelulósica remascente. Os resultados mostraram que os 
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hidrolisados geraram proteínas de alto valor biológico e oligopeptídeos de baixo 

peso molécula. 

Rosa et al. (2018) hidrolisaram soro de leite com a enzima 

NovoPro- D®, encontraram um grau de hidrólise de 18,5% em 5 h, a 50ºC, com 

pH 9,0 e enzima:substrato de 7%. Houve a formação de perfis peptídicos 

diversos, além apresentar atividade de 40% para a propriedade funcional de 

emulsificação.  

 

2.10 Processo de hidrólise enzimática 

 

A hidrólise enzimática de coprodutos ricos em proteínas altera suas 

propriedades físico-químicas, funcionais e sensoriais, fatores estes que 

influenciam nas características e componentes finais do produto hidrolisado. A 

hidrólise com enzimas demonstra ser um processo mais vantajoso em relação 

aos demais, pois é realizado em condições controladas e não resulta em 

produtos demasiadamente degradados como os gerados em hidrólises ácida e 

alcalina (ADLER-NISSEN, 1986). Além disso, o uso de enzimas para promover 

a clivagem proteica permite maior precisão dos grupos funcionais liberados na 

reação, perfazendo outra vantagem ao emprego dessa tecnologia (SHARMA et 

al., 2011).  

Pode-se citar também como benefícios de interesse industrial, a melhoria 

das propriedades funcionais tecnológicas, apresentando capacidade de 

absorção de água e óleo, poder emulsificante, solubilidade, capacidade de 

formação de espuma, apresentando características de interesse da indústria 

alimentícia (ROMAN & SGARBIERI, 2005). Segundo Santos et al. (2009), o uso 

de enzimas proteolíticas no processo de hidrólise permite o maior controle da 

clivagem.  

A possibilidade de utilizar enzimas endógenas e exógenas, nestas 

reações também é considerada vantagens deste processo. Uma vez que, pode-

se escolhê-las em relação ao produto que se objetiva, por meio de sua 

especificidade de atuação na clivagem proteica em diferentes porções desta 
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estrutura (VERMELHO et al., 2008). O uso de enzimas exógenas é considerado 

uma boa opção para tornar o processo hidrolítico mais controlável e reproduzível.  

A intensidade de solubilização da proteína pode ser aferida pela relação 

entre a quantidade de proteína solúvel antes e ao final do processo, tendo como 

resposta analítica o grau de hidrólise. Este parâmetro reporta a proporção de 

proteína que sofreu hidrólise durante determinado tempo de reação, sendo uma 

importante ferramenta de resposta deste processo biotecnológico (NIELSEN et 

al., 2001).  

Kristinsson & Rasco (2000) ressaltam que os principais fatores que 

influenciam o hidrolisado elaborado são o substrato utilizado, a especificidade da 

enzima e o grau de hidrólise, pois estas variáveis estão diretamente relacionadas 

com o peso molecular do produto gerado. 

Embora atuem em ampla variação de condições como pH e temperatura, 

as enzimas apresentam sua melhor performance em condições ótimas ou 

intervalos dessas condições, que são determinadas pela máxima atividade 

enzimática dentro de uma cinética de reação (NELSON & COX, 2002). 

 

2.11 Aplicações dos hidrolisados proteicos 

 

2.11.1 Propriedades funcionais dos hidrolisados proteicos 

 

Propriedades funcionais são características físico-químicas que 

influenciam a performance da proteína em sistemas alimentares durante 

diferentes estágios desde o processamento até o consumo, estas propriedades 

são classificadas em hidrodinâmicas, tais como, solubilidade, viscosidade, 

capacidade de gelificação e absorção de água, e, propriedades ativas de 

superfície como capacidade de emulsificação, formação de espuma e filme 

(VILLAMIL et al., 2017). 

De acordo com Roman & Sgarbieri (2005), além da valorização 

nutricional, durante o processo de solubilização da proteína por meio da 

hidrólise, características funcionais desse nutriente são alteradas e melhoradas, 
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possibilitando a sua aplicação nos mais diversos tipos de segmentos, com maior 

interesse na fabricação de alimentos.  

Essas propriedades funcionais tecnológicas dos hidrolisados proteicos 

compreendem a capacidade de absorção de água e óleo, a formação de 

espuma, o poder emulsificante e solubilidade. Desse modo, são importantes na 

fabricação de alimentos, tendo em vista que, além de conferir características 

nutricionais, podem contribuir também em aspectos relacionados à textura de 

um alimento, por exemplo. A combinação dessas características nutricionais e 

funcionais pode ser empregada para a redução de estabilizantes, em que a fonte 

nutricional também contribui no aporte tecnológico do alimento (ROMAN & 

SGARBIERI, 2005; MUZAIFA et al., 2012).  

As interações de decréscimo de peso molecular, aumento do número de 

grupos ionizáveis e exposição dos grupos hidrofóbicos, controlam as 

propriedades físico-químicas de formulação de alimentos são diretamente 

responsáveis por sua performance e comportamento em sistema alimentar (HE 

et al., 2013). 

A capacidade emulsificante é definida como a habilidade do material em 

formar emulsão e estabilidade da emulsão, sendo definida como a capacidade 

de manter a emulsão formada (WITONO et al., 2016). É uma propriedade 

funcional primária em proteínas alimentícias, pois estão relacionadas com a 

capacidade das proteínas em diminuir a tensão superficial entre os componentes 

hidrofílicos e hidrofóbicos, sendo muito importante para produtos cárneos 

(CASTRO et al., 2015). 

A capacidade de solubilidade e retenção de água dentre as propriedades 

funcionais dos peptídeos, são destacadas pela capacidade de rompimento das 

proteínas em peptídeos menores, obtendo um produto com maior solubilidade e 

depende da hidrofobicidade e da carga dos peptídeos, devido a exposição de 

grupos ionizáveis (grupos amino e carbóxilos) (LACOU, 2016).  

 Para tanto, em comparação com a proteína original os peptídeos são 

capazes de aumentar a formação e a estabilidade de espuma e emulsão, até um 

grau limitado de hidrólise após este ponto essa capacidade diminui. O benefício 

do peptídeo em relação à proteína, é a capacidade de difundir mais rapidamente 
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para a interface através de seu aumento de solubilidade e assim absorver 

rapidamente na interface ar/água ou liquido/interface água (LACOU, 2016).  

A funcionalidade dessas propriedades está relacionada à estrutura das 

proteínas e podem ser influenciadas pelo grau de hidrólise, pelo peso molecular, 

pela conformação e carga das moléculas, além de, por consequência, a relação 

enzima/substrato e especificidade da enzima também influenciarem essas 

características (NELSON & COX, 2002).  

Mufaiza et al. (2012) destacam que o uso da enzima Alcalase 2.4 L® em 

hidrolisado proteico de pescado proporciona, além de maior disponibilidade de 

proteína, melhores propriedades funcionais tecnológicas como solubilidade, 

poder de emulsificação e formação de espuma em relação à enzima 

Flavourzyme.  

Zavareze et al. (2009), avaliaram a capacidade emulsificante em 

hidrolisados de cabrinha (Prionatus punctatus), utilizando diferentes proteases, 

observaram maior eficiência com a enzima Alcalase 2.4 L®, obtendo melhores 

conversões tanto para a capacidade emulsificante quanto para estabilidade. 

Barac et al. (2012) estudaram as propriedades funcionais de proteína 

isolada de ervilha (Pisum sativum, L) obtido de dois genótipos de ervilha e com 

duas proteases (papaína e uma protease comercial). A partir do estudo, 

verificou-se que a partir das condições processuais de pH (3,0; 5,0; 7,0 e 8,0) 

observaram aumento de solubilidade, propriedade de emulsão e espuma em 

todos os pH avaliados. 

Klost et al. (2016) averiguaram o produto hidrolisado ervilha com variação 

da faixa de pH aplicável em alimentos (pH 4,0 – 7,0) e variação no grau de 

hidrólise. Verificaram que a solubilidade aumentou em todas as amostras, 

apresentando à formação de emulsão e tendência para distribuição de tamanho 

de gotas de óleo maiores próximo ao ponto isoelétrico. 

Latorres et al. (2017) avaliaram a hidrólise enzimática com camarão 

(Litopenaeus vannamei) utilizando as enzimas Alcalase 2.4 L® e Protamex. 

Observaram que o maior grau de hidrólise apresentou uma relação positiva com 

a solubilidade da proteína hidrolisada, além da influência negativa nas 

propriedades de formação de espuma e emulsão. 
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2.11.2 Propriedade bioativas dos hidrolisados proteicos  

 

As proteínas animais apresentam grande potencial de aplicação na área 

de compostos bioativos, por possuírem importantes atividades biológicas. Para 

Lafarga & Hayes (2014), os peptídeos bioativos são constituídos por uma 

sequência de 2 a 20 aminoácidos que exercem alguma função fisiológica no 

organismo. Da mesma forma, aspectos estruturais, como composição e 

sequência de aminoácidos, determinam sua bioatividade, que são classificadas 

de acordo com seu modo de ação (SÁNCHEZ & VÁZQUEZ, 2017).  

A Figura 2.7 ilustra, alguns dos possíveis peptídeos bioativos que podem 

ser obtidos por hidrólise enzimática ou processo fermentativo de coprodutos 

industriais. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2.7 – Peptídeos bioativos obtidos a partir de coprodutos industriais 
Fonte: Adaptado de Singh et al. (2014). 

 

Algumas funções biológicas de peptídeos de coprodutos animal 

reportadas foram, ações anti-hipertensiva e antioxidante, como as mais 

estudadas. Outras bioatividades relatadas são antimicrobianas, 

imunomoduladores, promover redução lipídica, antitrombóticos e os 

anticancerígenos (AHMED & MUGURAMA, 2010; KIM et al., 2012; MORA et al., 

2014; WU et al., 2015; MULLEN et al., 2017; SÁNCHES & VAZQUEZ, 2017).  
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Diante desse cenário, fica evidente que os hidrolisados proteicos de 

coprodutos do processamento animal apresentam potencial para o uso fármaco, 

suplementação nutricional tanto para humanos quanto para animais (SÁNCHES 

& VAZQUEZ, 2017). 

A bioatividade anti-hipertensiva de peptídeos refere-se ao controle da 

pressão arterial, alguns peptídeos são capazes de inibir a enzima conversora 

angiotensina I e convertê-la em angiotensina II, funcionando como 

vasoconstritor, na regulação da pressão sanguínea (AHMED & MUGURAMA, 

2010). Os inibidores sintéticos como o captopril por vez, apresentam efeitos 

colaterais como tosse e erupções cutâneas. Ademais, a inibição da enzima 

conversora angiotensina pode favorecer a formação de bradicinina, atuando 

como mediadora do processo inflamatório agudo (SHARMA et al., 2011; 

ESCUDERO et al., 2012; KIM et al., 2012), tornando portanto a exploração de 

peptídeos bioativos a partir de coprodutos um mercado potencial para 

exploração de moléculas bioativas. 

Já a ação antioxidante se refere ao combate de radicais livres no 

organismo. Durante o processo de hidrólise, ao liberar essas moléculas da 

estrutura originária, a reação proporciona também a ação antioxidante no 

organismo, isto porque alguns aminoácidos atuam como doadores de prótons ou 

hidrogênio com carga positiva para reagir com elétrons sem par dos radicais 

livres, exercendo, assim, a referida ação (CHALAMAIAH et al., 2012; GARCÍA-

MORENO et al., 2014; LIU et al., 2016; NAJAFIAN & BABJI, 2012).  

Mendis et al. (2004) observaram atividade antioxidante mais elevada em 

hidrolisado proteico de pescado do que nos antioxidantes sintéticos α-tocoferol 

e hidroxianisol butilado, pelo método DPPH. Além disso, o interesse em explorar 

essa funcionalidade a partir de hidrólise em matérias-primas animais é devido ao 

pouco ou nenhum efeito colateral, enquanto que os antioxidantes sintéticos 

podem causar graves efeitos secundários.  

Outra vantagem da bioatividade antioxidante desses peptídeos está 

relacionada à estabilidade e à vida de prateleira do produto, visto que esta ação 

retarda a oxidação lipídica, proporcionando a preservação e o aumento da vida 

útil (HERPANDI et al., 2011; BERNARDI et al., 2016). 
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Yu & Tan (2017) reportaram maior atividade antioxidante em hidrolisado 

de fígado suíno quando aplicado o pré-tratamento com equipamento ultrassônico 

até 30 segundos, demonstrando que as tecnologias utilizadas podem melhorar 

essa atividade. 

A capacidade antimicrobiana dos peptídeos se deve ao poder inibitório de 

crescimento de microrganismos patogênicos (DI BERNARDI et al., 2011; 

LAFARGA & HAYES, 2014). Essa funcionalidade demonstra-se importante para 

a integridade dos produtos elaborados, pois, ao repelir esses microrganismos, 

pode garantir a segurança alimentar e prolongar a vida útil (CRUZ et al., 2014).  

Przybylski et al. (2016) observaram melhoras na preservação de carnes 

quando utilizaram peptídeos com ação antimicrobiana. Produtos de origem 

animal, como coprodutos do processamento, frutos do mar e derivados do leite, 

são apontados como importantes fontes de peptídeos bioativos com função 

antimicrobiana (FALANGA et al., 2016; MOHANTY et al., 2016; PRZYBYLSKI et 

al., 2016).  

Gómez-Guilén et al. (2010) relataram que os peptídeos antimicrobianos 

podem ser utilizados na biopreservação natural para controlar a deterioração e 

a patogenicidade provocada por microrganismos.  

Najafian & Babji (2012) estudaram que a maioria dos peptídeos 

antimicrobianos de peixe são antibacterianos ou bacteriostáticos, funcionando 

contra cepas Gram-negativas e Gram-positivas. 

De acordo com Sharma et al. (2011), os peptídeos imunomoduladores são 

capazes de aumentar a resistência a certas bactérias, uma vez que, ao aumentar 

a atividade fagocítica dos macrófagos, estimula a imunidade inata. Ngo et al. 

(2012) ressaltam que organismos aquáticos marinhos apresentam elevada 

bioatividade imunomoduladora e são utilizados no tratamento de doenças. A 

ação imunomoduladora de peptídeos bioativos também foi reportada no 

tratamento de celíacos (JANAS et al., 2016). 

O aumento dos níveis de colesterol é um fator de risco para doenças 

coronárias e cardiovasculares, sendo apontadas bioatividades em peptídeos 

animais com capacidade de redução desses níveis (WU et al., 2015). 
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A atividade antitrombótica de peptídeos apresenta-se por reduzir a 

incidência de doenças vasculares por meio da supressão de plaquetas 

formadoras de trombócito (WU et al., 2015). 

A aplicação na pecuária, têm como intuito aumentar a eficiência da 

utilização dos alimentos para a produção de leite, carne e ovos (WU et al., 2015). 

Diante disso, os peptídeos obtidos por meio de hidrólise enzimática de proteínas 

vegetais e, principalmente animais, têm sido adicionados na dieta de suínos, 

aves, peixes e animais de companhia para a melhoria da saúde intestinal, 

crescimento e produção de desempenho. No entanto, a indústria alimentícia e 

farmacêutica tem buscado alternativas biotecnológicas para o desenvolvimento 

de novos produtos com ênfase em produtos bioativos, tanto para a alimentação 

humana quanto para animal. Na Figura 2.8 são apresentadas as principais vias 

de obtenção de peptídeos e ensaios de bioatividade.  

Em geral, as bioatividades em peptídeos de coprodutos animal 

vislumbram a possibilidade de incorporação destes compostos em suplementos 

alimentares ou fármacos, com o intuito de prevenir ou no tratamento de doenças 

já instaladas, perfazendo uma importante fonte de promoção da saúde.  
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Figura 2.8 - Principais vias de obtenção de peptídeos e ensaios de bioatividade 

Fonte: Adaptado de Castro (2015). 

 

2.12 Usos comerciais de alguns produtos obtidos através de hidrólise 

enzimática 

 

A Tabela 2.6 apresenta produtos de uso comerciais de hidrolisados 

enzimáticos proteicos a partir de diferentes matérias-primas em diversas áreas 

da indústria alimentícia e farmacêutica, e busca desta forma, mostrar o potencial 

de aplicação dos mesmos. 

Como visto os hidrolisados proteicos e seus inúmeros benefícios à saúde 

humana podem ser incluídos como ingredientes em alimentos funcionais e/ou 

Proteínas vegetais ou animais 

Proteases: vegetais, 

animais ou microbianas 

Homogeneização à 

alta pressão 

Ultrafiltração ou nanofiltração 

Atividades biológicas: métodos in 

vitro e in vivo 

Antimicrobiana 

Imunomoduladoras Anti inflamatória 

Anti hipertensiva Antiadipogênica 

Antioxidante 

Fermentação microbiana 

Bactérias ou fungos produtores de 

proteases  

Peptídeos 

bioativos 

Isolamento, 

purificação e 

identificação 

Principais vias de obtenção de peptídeos e ensaios de bioatividade.  

Hidrolisados proteicos 
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em produtos farmacêuticos para melhorar a saúde humana e prevenir doenças, 

além de agregar valor à subprodutos de baixo valor comercial 

(GONZALESTELLO et al., 1994; ZAREI et al., 2014).  
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Tabela 2.6 - Uso comercial de diversos produtos obtidos através de hidrólise enzimática utilizadas em alimentação humana e animal 

Matéria-prima 
utilizada 

Produto comercial/marca Biopeptídeos Atividade 
Local de 

comercialização 

Peixe 

Molval® Ômega 3 + peptídeos bioativos Proteção cardiovascular França 

Fortiduim® Ômega 3 a 6 Anti stress oxidativo França 

Pro-protein® Hidrolisado de colágeno marinho 
Fortalecimento de unhas cabelo e 

regeneração de cartilagem 
Reino Unido 

Calcium fish bones (MCHC) 
POWDER CAPSULES® 

Hidrolisado de colágeno marinho Fortalecimento dos ossos Nova Zelândia 

Daonly® Hidrolisado de colágeno marinho 
Fortalecimento das articulações de 

animais  
Espanha 

Vasotensin® Hidrolisado de bonito seco 
Ajuda as células do trato 

gastrointestinal e regula o intestino 
Estados Unidos 

Mexilhões 

Greenshell mussel powder 
capsules® 

Glicosaminoglicano marinho 
(GAG) 

Fonte de ômega 3, anti-
inflamatório, melhora das 

articulações 
Nova Zelândia 

Greenshell mussel tablets for 
pets® 

Glicosaminoglicano marinho 
(GAG) 

Fonte de ômega 3, anti-
inflamatório, melhora das 
articulações dos animais 

Tubarão Shark Cartilage powder capsule® 
Hidrolisdo de cartilagem de 

tubarão 
Fortalecimento do sistema 

imunológico melhora articulações 
Nova Zelândia 

Suíno Gelamin® Hidrolisado de colágeno suíno Saúde da pele, unha e cabelos Estados Unidos 

Frango 

Chicken Stemum Cartilage 
Collagen Type II® 

Hidrolisado de cartilagem de 
frango 

Saúde das cartilagens, tendões e 
ligamentos 

Estados Unidos 

Chicken protein boullion® 
Hidrolisado de proteina de 

grango 
Crescimento de músculos, 
recuperação e regeneração 

Inglaterra 

Bovino 
Muscle Wellness Beef Protein 

Hydrolysate® 
Hidrolisdo de proteína de carne 

Crescimento de músculos, 
recuperação e regeneração 

- 

Levedura 

Nutritional yeast seasoning® Hidrolisado de levedura Anti-hipertensivo Estados Unidos 

Organic gourmet savoury spread 
european nutritional-yeast 

extratct® 
Hidrolisado de levedura Anti-hipertensivo Alemanha 

Leite Azedo Calpis® Leite fermentado Redução de pressão sanguínea Japão 
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2.13 Estado da arte 

 

Na Tabela 2.7 constam alguns dos estudos científicos realizados nos 

últimos oito anos advindos de hidrolisados enzimáticos proteicos relacionados a 

diversas matérias-primas com propriedades funcionais, bioativas e 

nutracêuticas. Foram selecionados os artigos na base de dados Science Direct, 

Google Scholar e Scopus, utilizando as palavras-chave: hydrolyzed, swine liver, 

porcine liver, os quais apresentaram relevância para a presente pesquisa. 
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Tabela 2.7 - Estudos sobre hidrolisados proteicos realizados nos últimos dez anos 

Artigo Título Objetivo Material Enzimas 
Condições 

de processo 

Grau de 
Hidrólise e 

Peso 
molecular 

Resultados Autor 

1 Dorso e escamas 
de peixe brema 
marinho como 

fonte de gelatina e 
peptideos 

inibidores de 
Angiotensina –I 

ACE 
 

Obter produtos de valor 
agregado do dorso e 

escamas de peixe 
brema marinho, obtidos 

como resíduos da 
indústria de 

processamento de 
peixe. 

Escamas e 
dorso de 
Brena do 

Mar 

Esperase Tempo: 3h 
 

Temperatura: 
60°C 

 
pH: 8,0 

16,1 ±0,3% Gelatinas com 
propriedades de 

gelificação 
razoáveis podem 

ser obtidos a partir 
de resíduos de 
Brema do Mar 

(escamas e ossos). 
A gelatina obtida 

pode ser uma fonte 
promissora para o 

isolamento de 
peptídeos com alta 
atividade inibitória 

de ACE. 

Akagündüz et 
al. (2014)  

2 Propriedades 
funcionais e 

antioxidants de 
hirolisados de 
sardinha (S. 
pilchardus) e 

cavala mackerel 
(T. mediterraneus) 

para a 
microencapsulação 

de óleo de peixe 
por spray drying  

Estudar as 
propriedades funcionais 

e antioxidantes do 
hidrolisado proteico de 

peixe (FPH) para 
avaliar o potencial do 

uso para a 
microencapulação de 

óleo de peixe. 

Proteína 
muscular 

da sardinha 
(Sardina 

pilchardus) 
e da cavala 
(Trachurus 
mediterran

eus) 

Alcalase 
2.4 L® e 
Tripsina 

Temperatura: 
50 °C 

 
pH: 8,0 

 
 

5 e 10% Eficiência de 
microencapsulação 

de 98 ± 0,1% e 
estabilidade 

oxidativa para o 
óleo encapsulado 
por um período 
superior a doze 

semanas 
 
. 

Cano-Medina et 
al. (2015).  

3 Isolamento, 
purificação e 

caracterização de 
frações peptídicas 

Gerar fracções 
contendo peptídeos 

bioativos com 
atividades antioxidantes 

Fígado 
bovino 

Termosili
na 

Tempo: 2 h 
 

Temperatura: 
37°C 

 

O subproduto da 
carne, como o 

fígado, pode ser 
utilizado como 

Di Bernardini et 
al. (2011) 
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antioxidantes de 
um hidrolisado de 

termolisina de 
proteína 

sarcoplasmática de 
fígado bovino 

in vitro demonstradas 
de fígado bovino (Bos 

taurus), que 
normalmente é 

considerado como 
produto residual do 
processamento de 

carne 

 
pH ótimo da 

enzima 

matéria-prima para 
a geração de 

peptídeos bioativos 
com atividades 
antioxidantes 

demonstradas in 
vitro usando a 

enzima termolisina. 
É significativo, uma 
vez que apresenta 
uma oportunidade 
potencial para os 
processadores de 
carne usar seus 

fluxos de resíduos 
para a geração de 
peptídeos bioativos 

para o uso 
potencial de 

alimentos 
funcionais. 

4 Utilização de 
enzimas 

proteolíticas para 
produção de 
hidrolisados 

proteicos a partir 
de carcaças de 

frango desossadas 
manualmente 

Desenvolver diferentes 
hidrolisados liofilizados 
com alto valor proteico 

a partir da hidrólise 
enzimática de carcaças 
de frango manualmente 

desossadas (CMD) 

Carcaça de 
frango 

manualmen
te 

desossada 
(CMD) 

Papaína, 
Flavourzy

me, 
Protamex 

(E):(S) 1:250, 
pH 6,5, 60ºC, 

120 min, 
(E):(S) 1:250, 
pH 7,0, 60ºC, 

120 min, 
(E):(S) 1:250, 
pH 7,0, 60ºC, 

120 min, 

Grau de 
hidrólise 

(GH): 
43,19%, 
20,25%, 
51,31% 

Os hidrolisados 
proteicos obtidos 

da carcaça 
manualmente 

desossada (CMD) 
de frango 

apresentaram alto 
conteúdo proteico, 
caracterizando-se 

como matéria-
prima promissora 
na formulação de 
dietas especiais.  

Oliveira et al. 
(2015) 

 

5 Avaliação da 
atividade físico-

Avaliar o efeito do 
sangue hidrolisado 

Sangue 
suíno 

Papaína 
 

(E):(S)1:100 
pH 6,5 

 Proteína 
hidrolisada de 

Verma et al. 
(2017) 
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química, 
antioxidante e 

antimicrobiana do 
hidrolisado de 

proteína de sangue 
suíno em emulsão 
suína sob condição 

de embalagem 
aeróbica em 4 

±1ºC 
 

suíno na estabilidade 
oxidativa lipídica e 

crescimento microbiano 
em emulsão suína. 

6 horas 
50ºC 

 

sangue suíno 
incorporada como 

antioxidante e 
agente 

antimicrobiano em 
emulsão de carne 
suína apresenta 

resultados 
encorajadores e 

promissores. 
Levando em 

consideração este 
estudo conclui que 
a oxidação lipídica 

e proliferação 
microbiana pode 

ser controlada com 
sucesso pela 

incorporação de 
proteína hidrolisada 

de sangue suíno 
em embalagem 

aeróbica e 
refrigerada de 

emulsão de carne 
suína. 

6 Capacidade 
antioxidante de 

tecido hidrolisado 
suíno 

Examinar a capacidade 
antioxidante de 

hidrolisados obtidos de 
7 diferentes tecidos 

suínos com alta 
variação na 

composição química. 

cólon, 
apêndice, 

reto, 
pâncreas, 
coração, 
fígado e 
pulmão 

 

Protamex 
Alcalase 
2.4 L® 

  Todos os tecidos 
mostraram 
capacidade 

antioxidante com 
hidrólise de ambas 

as enzimas. Os 
diferentes 

mecanismos 
antioxidantes 

mostraram que os 

Damgaard et al. 
(2014) 
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vários tecidos 
também apontam 
para a vantagem 

de misturar os 
hidrolisados, que 
inibiria uma maior 

variedade de 
processos 
oxidativos. 

7 Propriedades 
andiabéticas in 
vitro e in vivo da 

Proteína de 
musculo 

hidrolisado do 
Verdinho 

(Micromesistius 
poutassou) 

O estudo foi planejado 
para avaliar o potencial 

antidiabético da 
proteína de musculo 

hidrolisado do Verdinho 

Verdinho 
(Micromesi

stius 
poutassou) 

Alcalase 
2.4 L® 

Flavourzy
me 500L 

(E):(S): 
0,74% 
pH 7 

4 horas 
50ºC 

(E):(S): 
0,74% 
pH 7 

4 horas 
50ºC 

Grau de 
hidrólise 
29,13 a 
32,58% 

Os resultados 
demonstraram que 

a proteína de 
músculo hidrolisado 

do Verdinho tem 
significante efeito 

metabólito controle 
da glicose in vivo 

Harnedy et al. 
(2018) 

8 Um novo peptídeo 
antioxidativo 
derivado do 
hidrolisado de 
sangue coagulado 
de galinha 
 

O sangue de frangos é 
um subproduto principal 
no processamento da 

indústria de carne, 
contém grande 

quantidade de proteína 
comestível. Coagulado 
de sangue constitui em 

torno de 40% do 
sangue e contém mais 
que a metade do total 
da proteína contida, a 
qual normalmente é 

subutilizada.  
 

Sangue de 
frango 

Papaína e 
Flavourzy
me 

(E):(S): 1,66 
a 3,34% 

(E):(S): 1% 
pH 6 

 3,32-6,68 
horas 

41,59 – 
58,41ºC 

 
 

 Coagulado de 
sangue de frango é 
uma boa fonte para 
produzir peptídeos 
e hidrolisados 
antioxidativos, o 
qual pode ser 
usado como 
ingredientes 
promissor para 
formular alimentos 
funcionais. 

Zheng et al. 
(2018) 
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2.14 Justificativa da pesquisa 

 

Diante do exposto, verifica-se que há escassos estudos científicos que 

avaliam à produção de hidrolisado proteico empregando como matéria-prima 

fígado suíno e as enzimas proteases Alcalase 2.4 L® e a NovoPro-D®, e por 

este coproduto ser uma excelente fonte nutricional de proteínas, aminoácidos, 

assim como vitaminas, se faz necessário o desenvolvimento de processos que 

possam convertê-lo em novos produtos, explorando assim, o seu grande 

potencial. Para a indústria, a sua bioconversão por processos enzimáticos têm-

se mostrado uma possibilidade viável, pois possibilita a geração de biopeptídeos 

que podem expressar atividades como a anti-hipertensiva, anticancerígena, 

antimicrobiana, antioxidante entre outras, além de melhora nas características 

funcionais do produto. 

Assim, a presente pesquisa teve como motivação a possibilidade de 

promover um melhor aproveitamento do fígado suíno, por meio da bioconversão 

enzimática, haja visto que este processo apresenta enorme potencial de 

transformação para o aproveitamento tecnológico e nutricional deste coproduto, 

e também por ser uma alternativa viável e interessante para as agroindústrias. 
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CAPÍTULO 3 - MATERIAIS E MÉTODOS 

 

 

Neste capítulo encontram-se descritos os procedimentos que foram 

utilizados na execução da parte experimental deste trabalho. Essa descrição 

envolve as etapas de desenvolvimento da pesquisa, técnicas, procedimentos, 

equipamentos e materiais necessários e conforme o fluxograma com o processo 

que será realizado. 

O processo de obtenção do hidrolisado proteico seguiu as etapas 

apresentadas no fluxograma da Figura 3.1. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 3.1 - Fluxograma de obtenção e caracterização do hidrolisado proteico de fígado suíno 

Fonte: próprio autor. 
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mm 
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água 
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pH  
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temperatura 
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Adição de enzima  

✓ Alcalase 2.4 L® 

✓ NovoPro-D® 

 000 
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enzimática 
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85ºC  

por 15 min 

  

 

Liofilização 

 

Hidrolisado 

proteico de fígado 

suíno em pó 
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3.1 Matéria-prima 

 

O fígado suíno, utilizado como matéria-prima desta pesquisa foi cedido, 

gentilmente, pela empresa Brasil Food (Brf Food) – Unidade Toledo – PR, a 

coleta das amostras ocorreu após o abate, na fase de evisceração animal. O 

fígado usado é oriundo de animais da espécie WH (informações genéticas de 

propriedade da empresa), abatidos após 190 dias por injeção de dióxido de 

carbono, garantindo os princípios de bem-estar animal.  

Sendo acondicionado em sacos de polietileno plásticos com capacidade 

para 20 kg e armazenado em freezer (-18 ± 1 C) até transportado sob 

refrigeração (2 ± 1 C) em caixas térmicas para o Laboratório de Controle de 

Qualidade de Alimentos, localizado na Universidade Estadual do Oeste do 

Paraná (Campus Toledo - PR), para uso posterior. 

Seguidamente, o fígado foi moído em moinho de eixo helicoidal com furo 

de 4 mm e homogeneizado, na sequência foi fracionado em embalagens 

plásticas de 750 g e armazenado sob congelamento (-18ºC ± 1ºC) até a 

realização do processo de hidrólise. 

 

3.2 Enzimas 

 

As enzimas utilizadas nos processos hidrolíticos de fígado suíno foram a 

Alcalase 2.4 L® e a NovoPro-D® cedidas pela empresa Novozymes Latino 

Americana Ltd - PR. A Alcalase 2.4 L® é uma endopeptidade produzida a partir 

Bacillus licheniformis com atividade endógena, e a NovoPro-D® é uma protease 

alcalina produzida por Bacillus licheniformis geneticamente modificado. As 

características de pH, temperatura e inativação das enzimas, as quais serviram 

de base para os parâmetros experimentais, estão apresentadas na Tabela 3.1, 

e foram retiradas das fichas técnicas das enzimas fornecidas pela empresa, 

sendo que as fichas técnicas se encontram no Anexo A. 
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Tabela 3.1 - Resumo das características das enzimas utilizadas no desenvolvimento dos 
hidrolisados de fígado suíno 

 Nome comercial 

Condições Alcalase 2.4 L® NovoPro-D® 

Origem Bacillus licheniformis Bacillus licheniformis 
Faixa pH 6,0 – 8,5 6,0 – 9,0 

Faixa Temperatura (ºC) 50 – 70 50 – 65 
Estado físico Líquido Líquido 

Temperatura inativação (ºC) 85 85 
Tempo inativação (min) 15 15 

Fonte: Adaptado Novozymes (2011). 

 
3.3 Caracterização da matéria-prima e dos hidrolisados proteicos 

 

O fígado suíno e os hidrolisados proteicos foram caracterizados em 

termos de proteína total (928,08) (MAPA, 1999; AOAC, 2016), umidade (950.46) 

(AOAC, 2016), matéria mineral (920.153) (AOAC, 2016) e lipídeos (991,36) 

(MAPA, 1999; AOAC, 2016). As análises foram realizadas em triplicata. 

 

3.3.1 Determinação de teor de proteína total 

 

 O teor de proteína total (% N) presente no fígado suíno foi determinado 

em tubos-Kjeldahl com solução digestora. Após, esta suspensão foi aquecida em 

bloco digestor de forma gradativa a partir de 50oC a cada 30 mim, até que 

atingisse 450°C. Em um destilador de nitrogênio, realizou-se a destilação. O 

líquido coletado após destilado, foi então titulado com ácido sulfúrico 

0,02 mol L- 1. O teor de nitrogênio presente nas amostras foi determinado a partir 

da Equação (3.1), e, convertido para porcentagem de nitrogênio conforme 

Equação (3.2), (MAPA, 1999; AOAC, 2016).  

% de Nitrogênio =
𝑉 𝑁 𝐹𝑐 14 100

𝑃𝑎 1000
 Eq. (3.1) 

 

% de Proteína bruta = % de Nitrogênio 6,25 Eq. (3.2) 
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Em que, V corresponde ao volume do titulado (mL), N a normalidade (g mL-1), 

Fc o fato de correção e Pa é a massa da amostra (g). 

 

3.3.2 Determinação da umidade 

 

O fígado suíno foi seco em estufa de secagem por 72 h à 55ºC, após este 

tempo, foram retiradas e resfriadas em dessecador (Equações 3.3 a 3.5). O valor 

da umidade foi determinado pela Equação (3.6) (AOAC, 2016).  

 

Ps = Pa − Psec 

 

Eq. (3.3) 

(%) Pr =
 Ps 100

Pa
 

 

Eq. (3.4) 

(%) Ms =
Msd  (%)  (Pr)

100
 

 

Eq. (3.5) 

% Umidade = 100 − (%) Ms Eq. (3.6) 

 

 

Em que, Ps é o peso seco (g), Pa é o peso da amostra (g), Psec 

corresponde ao peso após secagem a 55º (g), Pr é o peso pré seco (g), Ms é a 

matéria seca (g), Msd a matéria seca definitiva (g). 

 

3.3.3 Determinação de matéria mineral 

 

A matéria mineral foi determinada com auxílio de cadinhos secos a 105ºC 

por 8h, em que as amostras foram acondicionadas em mufla à 550ºC por 4h até 

queima total da matéria orgânica. Quantificou-se a matéria seca pela Equação 

(3.7) e a matéria mineral pela Equação (3.9) (AOAC, 2016). 
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Msd =
(P105 − Pc) 100

Pa
 

 

Eq. (3.7) 

% de C =
(P550 − Pc) 100

P105
 

 

Eq. (3.8) 

% de CMnat. =
% de C Msd

100
 Eq. (3.9) 

 

 Em que, P105 corresponde ao peso a 105ºC em gramas, P550 ao peso a 

550ºC (g), Pc a massa do cadinho (g), C é as cinzas, CMnat cinzas da matéria in 

natura (%), e, Msd a matéria seca definitiva (g). 

 

3.3.4 Determinação de lipídeos 

 

O teor de lipídeos do fígado suíno e dos hidrolisados foi quantificado pelo 

sistema de extração de Soxhlet com éter etílico anidro (MAPA, 1999; AOAC, 

2016). 

 

3.3.5 Determinação de vitaminas do fígado suíno in natura e dos 

hidrolisados proteicos.  

 

A análise de vitaminas do fígado suíno e dos hidrolisados proteicos foram 

realizadas no Laboratório EUROFINS localizado em Indaiatuba-SP, por 

Cromatografia Líquida de Alta Eficiência (HPLC). 

 

3.3.5.1 Vitamina A (retinol) 

 

A vitamina A é liberada da amostra por hidrólise alcalina utilizando solução 

etanólica de hidróxido de potássio e extraída por três vezes com hexano: acetato 

de etilo (85:15 v/v) em np-HPLC com detecção UV/DAD (325 nm). Para cada 
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calibração foi utilizado compostos puros, pureza> 98% e determinou-se por 

medição espectrofotométrica (325 nm). 

 

3.3.5.2 Vitamina B1 (tiamina) 

 

Por meio de hidrólise ácida foi extraida a vitamina B1 com auxílio de uma 

autoclave e quantificou-se por rp-HPLC com detecção fluorimétrica (368 nm, 440 

nm). 

 

3.3.5.3 Vitamina B2 (riboflavina) 

 

A vitamina B2 é obtido pela hidrólise ácida em autoclave e quantificada 

por rp-HPLC com detecção fluorométrica (468 nm, 520 nm). Os padrões de 

calibração utilizados foram compostos puros de Sigma, pureza> 98%.  

 

3.3.5.4 Vitamina B9 (folato) 

 

O folato incluindo o ácido fólico foi extraído com solução tampão, seguida 

de uma digestão enzimática com plasma humano e processo de digestão 

trienzimático, que consiste do tratamento seqüencial da matriz alimentícia com 

protease e α-amilase antes da adição da conjugase, em tratamentos em 

autoclave. Após a diluição com meio basal contendo todos os nutrientes de 

crescimento requeridos, exceto o ácido fólico, mediu-se de forma turbidimetrica 

a resposta ao crescimento do Lactobacillus rhamnosus (ATCC 7469) ao folato. 

 

3.3.5.5 Vitamina B12 

 

Usou-se uma solução tamponada em autoclave para a extração da 

vitamina B12. Em seguida, diluíu-se com meio basal (contendo todos os 

nutrientes de crescimento requeridos, exceto cobalamina), a resposta de 
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crescimento de Lactobacillus leichmanii (ATCC 7830) à cobalamina extraída foi 

medida de forma turbidimétrica.  

 

3.3.5.6 Vitamina B5 

 

Quantificou-se a vitamina B5 por Cromatografia líquida acoplada a 

espectrometria de massa sequencial (LC/MS/MS) com extração que emprega 

adição de acetato de amônio e para a purificação do extrato, ácido tricloroacético 

(TCA). 

 

 3.3.5.7 Vitamina B8 (biotina) 

 

As amostras foram extraídas em água e adicionou-se a amilase para 

reduzir o teor de amido. Posteriormente, trataram-se as amostras em autoclave 

para liberar a biotina unida da proteína e desativar a amilase. Ajustou-se o pH 

para 6-8 e projetou-se o método de detecção como um teste de inibição. Em 

seguida, foi misturada a amostra com excesso de biotina para detectar molécula 

de anticorpos anti-biotina. 

A molécula de detecção se liga à biotina na amostra e a molécula de 

detecção livre restante é medida pelo Biacore Q por interação com um chip de 

sensor de biotina. Biacore Q explora o fenômeno da ressonância plasmática de 

superfície (SPR) para detectar e medir a biotina. A quantidade de molécula de 

detecção livre está inversamente relacionada com a quantidade de biotina na 

amostra.  

 

3.3.5.8 Vitamina B3 (niacina) 

 

Com uma mistura de ácido nicotínico e amida nicotínica, extrai-se a 

niacina em 100°C. Ajustou-se o pH do extrato para 4,5, utilizando-se acetato de 

sódio, seguido por uma filtração. A quantificação foi em rp-HPLC com detecção 

flourométrica (322 nm, em 380 nm) posterior a oxidação pós coluna com íons de 
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peróxido de hidrogênio e Cu (II) ativados por radiação UV (365 nm). Para isso, 

utilizou-se como padrões de calibração compostos puros da Fluka (Pureza = 

USP). Por fim, determinou-se a concentração dos padrões por medição 

espectrofotométrica (260 nm) para cada calibração. O resultado foi expresso 

como a soma de ácido nicotínico e nicotina em meio. 

 

3.3.6 Composição elementar química 

 

A concentração dos elementos químicos presentes no fígado suíno e nos 

hidrolisados proteicos foi determinada a partir da técnica analítica de 

fluorescência de raios X por reflexão total (TXRF), utilizando o equipamento 

Bruker, Modelo: S2 PICOFOX do PEQ/UNIOESTE, a partir de uma fonte de 

molibdênio incidindo raios X sobre a amostra com energia de 20 keV durante 

1000 s, conforme Espinoza-Quiñones et al. (2015). 

As amostras liofilizadas de fígado suíno e hidrolisadas foram pesadas na 

quantidade de 30 mg e adicionadas ao tubo Falcon com capacidade de 4 a 5 mL 

com tampa de rosca externa, possuindo fundo cônico. Posteriormente adicionou-

se 2,5 mL de triton 1% e 10 L de gálio (1000 mg L-1). Em seguida, a mistura foi 

disposta em um disco refletor de quartzo devidamente preparado. Para a fixação 

das amostras nos discos de quartzo, foram pipetados 5 µL de solução de silicone 

em isopropanol no centro do disco e, em seguida, 5 µL da amostra, seguido de 

secagem a temperatura ambiente por 24 horas. Com posterior leitura no 

equipamento já descrito. 

 

 

 

 

 

 



 

68 

 

3.4 Processo de obtenção do hidrolisado proteico de fígado suíno 

 

3.4.1 Delineamento Composto Central Rotacional: Enzima/Proteína e 

Proteína/água 

 

Após análise detalhada do processo e informações a partir da revisão 

bibliográfica, foi possível determinar as variáveis independentes a serem 

estudadas, as faixas de estudos de cada uma delas e as respostas de interesse. 

No estudo do processo de hidrólise enzimática para obtenção de 

hidrolisado proteico de fígado suíno, utilizou-se a ferramenta planejamento 

experimental do tipo delineamento composto central rotacional (DCCR), com 

quatro pontos fatoriais (níveis±1), 3 pontos centrais (nível 0) e quatro pontos 

axiais (níveis± √2), totalizando 11 experimentos para cada uma das enzimas 

utilizadas.  

Como variáveis independentes foram avaliadas: Fator 1 (F1): relação 

proteína:água (p/p) e Fator 2 (F2): relação enzima:proteína (p/p). A variável 

resposta pretendida em ambos os planejamentos, foi o grau de hidrólise (GH). 

Os níveis das variáveis utilizadas em cada planejamento, para as enzimas 

Alcalase 2.4 L® e NovoPro-D® estão dispostos na Tabela 3.2 e os valores reais 

e codificados na Tabela 3.3. 

Os níveis estudados para as variáveis independentes do planejamento 

experimental foram baseados em condições já utilizadas por diferentes 

pesquisadores com matérias-primas cárneas (ROMAN & SGARBIERI, 2005; 

SCHMIDT, 2008), sendo assim estabelecido as condições a serem utilizadas nas 

hidrólises do fígado suíno, uma vez que, há um número muito restrito de 

pesquisas científicas relacionadas ao fígado suíno como matéria-prima.  
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Tabela 3.2 - Níveis e valores reais das variáveis admitidas no planejamento experimental do tipo 
delineamento composto central rotacional (DCCR) com 4 pontos axiais para as enzimas 
Alcalase 2.4 L® e NovoPro-D® 

Variável Unidade 
Níveis 

-1,41 -1 0 1 1,41 

Fator 1 – Proteína:água (%) 8 10 15 20 22,1 
Fator 2 – Enzima:proteína (%) 0,3 0,5 1 1,5 1,7 

 

Tabela 3.3 - Matriz do planejamento experimental do tipo delineamento composto central 
rotacional (DCCR) com 4 pontos axiais para as enzimas Alcalase 2.4 L® e NovoPro-D®, com 
valores reais e codificados para suas variáveis 

 
Ensaio 

Variáveis 

Fator 1 – Proteína:água (%) Fator 2 – Enzima:proteína (%) 

Reais Codificados Reais Codificados 

1 10 -1 0,5 -1 
2 20 1 0,5 -1 
3 10 -1 1,5  1 
4 20 1 1,5  1 
5 8 -1,41 1   0 
6 22 1,41 1 0 
7 15 0 0,3 -1,41 
8 15 0 1,7 1,41 
9 15 0 1 0 

10 15 0 1 0 
11 15 0 1 0 

 

Para o sistema de dois fatores (F1 e F2), a equação polinomial (Equação 

3.10) é representada pelo grau de hidrólise de proteínas (variável dependente) 

em função dos termos dos efeitos lineares e quadráticos, em que Y é a resposta 

prevista, b0 é a interceptação, b1 e b2 são os termos lineares e b11 e b12 são 

os termos quadráticos. Y1 é o DH para a enzima Alcalase 2.4 L® e Y2 para 

NovoPro-D®. 

 

Y = b0 + b1F1 b2F2 + b11F1² + b11F2² + b12F1F2 Eq. (3.10) 

 

Salienta-se que os valores reais para os níveis de cada variável 

independente foram representados pelos fatores, definidos a partir de pesquisas 

na literatura sobre matérias-primas de carne (ROMAN & SGARBIERI, 2005; 

SCHMIDT, 2008; SCHMIDT & SALAS-MELLADO, 2009). Dessa forma, a 

quantidade de água adicionada ao meio de reação de hidrólise foi calculada a 

partir das Equações (3.11) e (3.12). 
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𝐴𝑎 (𝑔) =  
𝑃𝑏 (𝑔)  𝑀𝑃 (%)

𝐹1
−  

𝑃𝑏 (𝑔)  𝑀𝑃 (%)

100%
 Eq. (3.11) 

 

𝑇𝑎 (𝑔) =  𝐴𝑎 (𝑔) +  
𝑀𝑃 (𝑔) 𝑈 (%)

100%
 Eq. (3.12) 

 

Em que, Aa corresponde à adição da água em gramas, Pb proteína bruta 

(g), MP matéria-prima (g), Ta total de água (g), e, U corresponde a umidade (%). 

 

3.4.2 Ensaios para otimização do processo de hidrólise 

 

Após a obtenção da melhor resposta de grau de hidrólise para cada 

enzima, e também com a avaliação estatística do planejamento, foram realizados 

ensaios individuais fixando a proporção enzima:proteína ou a relação 

proteína:água, de forma a obter uma condição otimizada para posterior 

desenvolvimento da cinética da hidrólise.  

Primeiramente, foram selecionados os valores com maior grau de 

hidrólise obtidos nos processos hidrolíticos utilizando as enzimas 

Alcalase 2.4 L® e NovoPro-D®, conforme o planejamento experimental (item 

3.4.1). Posteriormente, o experimento foi conduzido em duas etapas: primeiro foi 

fixado a relação proteína:água e variou-se a concentração de enzima; a partir do 

melhor resultado desta primeira etapa, fixou-se a concentração de 

enzima:proteína, e variou-se a proporção de proteína:água. As condições 

experimentais utilizadas para a reação proteína:água e proporção 

enzima:substrato, são apresentados na Tabela 3.4. 
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Tabela 3.4 - Condições experimentais utilizadas para otimização da relação proteína:água e 
enzima:substrato 

Ensaio Proteína:água (%) Enzima:proteína (%) 

1 20 0,5 

2 20 1,0 

3 20 1,5 

4 20 2,0 

5 20 3,0 

6 20 6,0 

7 22 0,5 

8 22 1,0 

9 22 1,5 

10 22 2,0 

11 22 3,0 

12 22 6,0 

13 24 0,5 

14 24 1,0 

15 24 1,5 

16 24 2,0 

17 24 3,0 

18 24 6,0 

19 26 0,5 

20 26 1,0 

21 26 1,5 

22 26 2,0 

23 26 3,0 

24 26 6,0 

 

3.4.3. Fluxograma da hidrólise do fígado suíno 

 

A proteína presente no fígado se encontra na forma in natura, composta 

por peptídeos de cadeia longa com elevado peso molecular. Com o intuito de se 

obter peptídeos de cadeia curta e com propriedades bioativas, foi realizado o 

processo de hidrólise desta proteína por via enzimática. As condições 

experimentais, utilizadas nesta etapa, seguiram as condições de processo 

dentro das faixas adequadas das enzimas indicadas pelo fabricante e 

obedecendo ao planejamento experimental proposto (item 3.4.1 e 3.4.2), para a 

obtenção de diferentes graus de hidrólise e peptídeos de vários tamanhos. 

A hidrólise foi realizada com 750 g de matéria-prima, em seguida, 

adicionou-se 20% de água para o processo com Alcalase 2.4 L® e 22% para a 



 

72 

 

NovoPro-D®, homogeneizou-se a mistura e transferiu-a para um reator de vidro 

(Figura 3.2) de parede dupla, o qual encontra-se conectado a um banho 

termostatizado.  

O pH e a temperatura empregados nas hidrólises foram selecionados a 

partir da faixa de melhor atividade das enzimas (Tabela 3.1) (DAMGAARD et al., 

2014; CANO-MEDINA et al., 2015; HARNEDY et al., 2018), e considerando a 

aplicação na indústria, ou seja, não havendo a correção do pH, com o intuito de 

minimizar o acréscimo de produtos químicos no processo, facilitando a transição 

para escala industrial e redução do impacto ao meio ambiente. E ainda, uma 

temperatura branda, para não ocasionar perdas, como desnaturação das 

proteínas e perda de aminoácidos formados durante a hidrólise. 

Desta forma ajustou-se a temperatura, fixando em 64 ºC, para as reações 

com as enzimas Alcalase 2.4 L® e NovoPro-D®, respectivamente. E o pH dentro 

da faixa de 6,2 - 6,4. O processo foi conduzido sob agitação constante de 600 

rpm, por meio de um agitador do tipo eixo-hélice. Depois de atingidas as 

condições estabelecidas acima, adicionou-se a enzima Alcalase 2.4 L® e 

NovoPro-D®, conforme condições descritas na Tabela 3.1. O planejamento foi 

realizado conforme os itens 3.4.1 e 3.4.2 e monitorou-se a reação no tempo pré-

estabelecido, item 3.4.4.  

Em seguida, inativou-se a enzima em banho maria a uma temperatura de 

85ºC por um período de 15 minutos. A proteína hidrolisada foi separada em 

amostras, onde para realização de proteína solúvel e grau de hidrólise as 

amostras foram centrifugadas e o sobrenadante congelado (-18 ºC) até a data 

das realizações das análises e a amostra para o processo de liofilização, foi 

mantida integral. 

Para medição de pH e controle de temperatura foram utilizados um 

pHmetro de bancada e termômetro digital para alimentos tipo espeto. Para a 

pesagem dos ingredientes e aditivos foi utilizada uma balança semi-analítica 

digital. 
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Figura 3.2 - Reator utilizado na hidrólise enzimática de fígado suíno 
Fonte: próprio autor. 

 

3.4.4 Cinética enzimática do hidrolisado de fígado suíno 

 

A partir da obtenção da condição otimizada de enzima: proteína e 

proteína:água, conforme Tabela 3.4 realizou-se a cinética enzimática com as 

enzimas Alcalase 2.4 L® e NovoPro-D®. Nos ensaios cinéticos, para ambas as 

enzimas avaliadas, utilizou-se uma quantidade de 2 kg de fígado suíno, e o 

processo de hidrólise enzimática procedeu-se conforme já apresentado no 

fluxograma (Figura 3.1). Sendo o tempo de hidrólise para cada enzima, fixado 

em 10 horas de reação. Sendo que, ao longo deste tempo foram retiradas 

amostras na primeira hora nos tempos de: 5, 10, 15, 20, 30, 45, 60 minutos e 

após 1 hora a cada 60 minutos até completar 8 horas e congeladas para análises 

posteriores.  

 

3.4.5 Determinação do grau de hidrólise (GH) 

 

O processo de hidrólise foi quantificado por meio da determinação do grau 

de hidrólise, definido por Adler-Nissen (1986) como sendo o número de ligações 

peptídicas hidrolisadas. Para tanto, foi determinada a proteína solúvel (PS) dos 

hidrolisados de fígado suíno. 

Amostras de fígado suíno hidrolisado foram descongeladas e 

centrifugadas em uma rotação de 2600 rpm em uma centrífuga (Excelsa Baby). 

Em seguida, foi adicionado ácido tricloroacético 20 % (TCA) na proporção de 1:1 

(agente precipitante) e mantidas em repouso por 30 min. Posteriormente, as 
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amostras foram filtradas com o auxílio de uma bomba a vácuo, utilizando papel 

filtro Whatman n⁰ (40). 

O sobrenadante obtido, foi então utilizado para determinar a PS pelo 

método de Lowry et al. (1951), fazendo uso da metodologia descrita por Hoyle & 

Merrit (1994) e por Baek & Cadwallader (1995) com modificações, sendo a leitura 

das amostras realizada em espectrofotômetro (Thermo Fisher Scientific, modelo 

Spectronic 200E) em absorbância de 750nm, e resultado expresso em 

miligramas de albumina. O grau de hidrólise (GH) foi determinado conforme 

Equação (3.13) a qual faz a relação entre a proteína total (Pt) presente 

inicialmente na matéria- prima, com a proteína solúvel (Ps). 

 

% GH =
𝑃𝑠 (𝑚𝑔) 100(%)

𝑃𝑡 (𝑚𝑔)
 Eq. (3.13) 

 

3.5 Liofilização 

 

Para a liofilização das amostras de fígado suíno e dos hidrolisados fez-se 

o congelamento a -18 ºC e liofilização em equipamento Labconco, FreeZone 6, 

EUA em pressão absoluta menor que 0,5 mBar, temperatura de aquecimento de 

40 ºC por 24 h. 

 

3.6 Determinações analíticas para quantificação dos produtos formados 

durante a cinética enzimática 

 

3.6.1 Determinação de aminoácidos por HPLC  

 

Para a determinação do aminograma do fígado suíno e dos hidrolisados 

proteicos utilizou-se a metodologia de derivatização pré-coluna com 

fenilisotiocianato PITC, formando os PTC aminoácidos, sendo estes 

quantificados em 30min por Cromatografia Líquida de Alta Eficiência (HPLC) em 
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fase reversa, utilizando um detector de ultravioleta em comprimento de onda de 

254nm.  

Para tanto, calculou-se a massa a ser hidrolisada em função do teor de 

proteína bruta (%PB) na amostra, pesou-se a massa em um tubo de hidrólise, 

adicionou-se 9 mL de ácido clorídrico (HCl) 6 N com 3 % m/v de fenol, fez-se 

vácuo no tubo, sendo o mesmo lacrado e adicionado em bloco de reação 

térmica. A hidrólise ocorreu por 24 h a 110°C.  

Em seguida, acrescentou-se uma alíquota do padrão interno AAAB e 

diluiu-se conforme volume tabelado por Walters Martins. Filtrou-se uma alíquota, 

seguindo a tabela de diluição, a qual foi seca a 70miliTorr em sistema trapp com 

nitrogênio criogênico. Neutralizou-se com uma solução 4:4:2 de acetato de sódio 

trihidratado 0,2 N, metanol grau HPLC e trietilamina a 99-100%, secou-se 

novamente, a 70miliTorr em sistema trapp com nitrogênio criogênico. Nesta 

etapa, adicionou-se o PITC para derivatizar os aminoácidos liberados pela 

hidrólise, formando-se o PTC aminoácido.  

No tubo contendo os cristais de aminoácidos derivatizados, adicionou-se 

500 µL de diluente. A detecção foi a 254 nm por cromatografia em fase reversa, 

com loop de injeção de 30 uL e pH 6,40, em gradiente linear binário com fluxo 

de (1mL.min-1 e temperatura da coluna 58°C), sendo o eluente A um tampão de 

acetado de sódio 0,14 N, acetonitrila (240 mL 2000mL-1 de acetado de sódio 

0,14 N) e trietilamina (1 mL 2000mL-1 de acetado de sódio 0,14 N). E o eluente 

B uma solução 6:4 de acetonitrila (grau HPLC) e água milli-Q. A quantificação foi 

realizada por inclusão do ácido a-aminobutírico AAAB como padrão interno, este 

procedimento seguiu a metodologia proposta por White et al. (1986) e Hagen 

et al. (1989). 

 

3.6.2 Metodologia para determinação do aminoácido triptofano por 

espectrofotometria 

 

Para quantificar o aminoácido triptofano do fígado suíno e do hidrolisado 

foi utilizada a metodologia de espectofotometria. Primeiramente, foi realizada a 
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trituração da amostra em moinho refrigerado a (20°C), pesou-se de acordo com 

o teor esperado, foi transferida a massa pesada para os tubos da centrífuga. Em 

seguida, as amostras foram hidrolisadas com solução de pancreatina a 45ºC por 

24 horas.  

Posteriormente, diluiu-as em solução contendo ácido diamino 

benzaldeído em meio de ácido sulfúrico (H2SO4), deixou-se em repouso ao 

abrigo de luz durante 6 horas. Após, adicionou-se uma solução de nitrito de sódio 

e foi mantido por mais 30 minutos ao abrigo de luz. Por fim, as amostras foram 

transferidas para cubetas de quartzo e realizou-se a leitura em espectrofotômetro 

com comprimento de onda 590 nm. 

 

3.7 Eletroforese em gel de poliacrilamida em presença de SDS e 

mercaptoetanol 

 

Este procedimento foi realizado conforme metodologia de 

Laemmli (1970), para as amostras de hidrolisados de 1 e 4 h. O tampão do 

sistema Tris-HCl-glycine variou de 4 a 17% Tris-tricine gradiente gel. As 

amostras (5 µL) foram dissolvidas em (2% de SDS, 10% de glicerol, 0,01% de 

azul de bromofenol, 0,0625 mol L-1 de Tris-HCl a pH 6,8, 5% de -

mercaptoetanol) e aquecidas por 5 min. A eletroforese foi conduzida utilizando 

Mini PROTEAN 3 Cell electrophoresis system (Bio-Rad Laboratories, Hercules, 

CA, USA) a 200 V com tampão (3 g L-1 de Tris-base, 14 g L-1 de Glicina e 1 g L-

1 de SDS). After eletroforese, as proteínas do gel foram coradas com corante 

Coomassie Blue R- 250 e descorados em uma solução com 50% de metanol e 

10% de ácido acético. Utilizou-se o marcador lmw da GE, com faixa de peso 

molecular entre 14,4 e 97 kDa foi usado como controle.  
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3.8 Determinação das propriedades funcionais do hidrolisado proteico de 

fígado suíno  

 

 As propriedades funcionais ou funcionalidades foram identificadas em 

amostras coletadas em 1 e 4 horas de hidrólise. 

 

3.8.1 Capacidade de absorção de água e óleo  

 

As capacidades de absorção de água (CAágua) (%) e óleo (CAóleo) (%) 

foram determinadas pela metodologia de Köhn et al. (2015), com adaptações. 

Considerando o conteúdo de água ou óleo absorvido pelo concentrado proteico, 

conforme as Equações (3.14) e (3.15) em g de água ou óleo absorvidos por 100 

g (%) de concentrado proteico (amostras).  

 

CAágua(%) =
Aa (g) 

Pia (g)
× 100 Eq. (3.14) 

 

CAóleo (%) =
Oabs (g)

Pia (g)
× 100 Eq. (3.15) 

  

Em que, 𝐀𝐚 corresponde a água absorvida (g), 𝐏𝐢𝐚 é o peso inicial da 

amostra, 𝐎𝐚𝐛𝐬 refere-se ao óleo absorvido. 

 

3.8.2 Capacidade de formação e estabilidade de emulsão  

 

A capacidade de formação de emulsão (CFEmulsão) e a estabilidade de 

emulsão (EEmulsão) foram identificadas conforme metodologia descrita por 

Cano - Medina et al. (2011), com adaptações. Em tubo graduado tipo Falcon de 

50 mL com 3,0 g de amostra com óleo de milho. 

Verifica-se o ponto de formação da emulsão pela fase contínua e 

homogênea. Para tanto, considera-se o conteúdo de óleo de milho adicionado e 
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o volume da camada emulsionada, para determinar a porcentagem de CFemulsão 

seguindo a Equação (3.16). 

 

CFemulsão (%) =  
Ptfe (g)

Pia (g)
× 100 Eq. (3.16) 

 

Sendo, 𝐏𝐭𝐟𝐞 o peso total após a formação da emulsão (g) e 𝐏𝐢𝐚 o peso 

inicial da amostra. 

Após a verificação do ponto de emulsificação, averiguou-se a EEmulsão, 

pelo volume da camada emulsionada centrifugada, determinou-se a 

porcentagem de EEmulsão pela Equação (3.17).  

 

Eemulsão (%) =  
Vce(mL)

Vtac (mL)
× 100 Eq. (3.17) 

Em que, 𝐕𝐜𝐞 trata do volume da camada emulsionada (mL) e 𝐕𝐭𝐚𝐜 

corresponde ao volume total antes da centrifugação (mL). 

 

3.8.3 Capacidade de formação e estabilidade de espuma 

 

De acordo com a metodologia adaptada de Mohanty et al. (1988), 

identificou-se a capacidade de formação de espuma (CFEspuma). O resultado foi 

expresso em porcentagem de CFEspuma, conforme Equação (3.18).  

 

CFespuma (%) =  
Vfe (mL)

Vid (mL)
× 100 Eq. (3.18) 

Visto que, 𝐕𝐢𝐝 refere-se ao volume inicial da dispersão (mL) e 𝐕𝐟𝐞 é o 

volume final de espuma (mL). 

Para determinação da estabilidade da espuma (Eespuma) empregou-se o 

método proposto por Ahmed & Schmidt (1979) adaptado, determinado pela 

Equação (3.19) expresso em porcentagem de EEspuma.  

 

Eespuma (%) =  
V60 (mL)

Volume inicial da dispersão (mL)
× 100 Eq. (3.19) 
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Em que, 𝐕𝟔𝟎 é o volume da espuma (mL) após 60 min e 𝐕𝐢𝐝 refere-se ao 

volume inicial da dispersão (mL). 

 

3.8.4 Análise do comportamento reológico 

 

As amostras de hidrolisado proteico oriundas de fígado suíno para ambas 

as enzimas em 1 e 4 horas foram avaliadas quanto ao comportamento reológico 

baseado em Santos et al. (2017). 

Empregou-se um viscosímetro DV-III Ultra (Brookfield, Middleboro), 

acoplado com um banho termostático (TC-602, Brookfield) e o programa 

computacional Rheocalc V33 (Brookfield).  

Para as análises empregaram-se as temperaturas 20, 35, 50 e 65 °C 

numa rampa ascendente e descendente de 9 velocidades (20, 30, 40, 50, 60, 

70, 80, 90 e 100 rpm). 

As amostras hidrolisadas com a enzima Alcalase 2.4 L® foram analisadas 

com o spindle SC4-34 e as da NovoPro-D® com o spindle SC4-25. Cada 

velocidade foi mantida por 3 min, sendo que ao final desses 3 min foram 

coletados os dados da viscosidade aparente, tensão de cisalhamento e taxa de 

cisalhamento para plotagem dos reogramas. 

 

3.9 Análise estatística dos planejamentos experimentais 

 

A influência dos fatores proteína: água (F1) e a concentração de enzima: 

proteína (F2), foram avaliadas estatisticamente, submetendo os resultados à 

análise de efeitos, verificação das suas interações. Superfície de resposta, 

validação do modelo ao nível de 5% de significância, análise de variância 

(ANOVA) e teste F (BARROS et al., 2010; RODRIGUES & IEMMA, 2014). Para 

tanto, utilizou-se o software STATISTICATM (versão 10.0, Statsoft, Inc.). 
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3.10 Distribuição da massa molecular 

 

 A análise para determinação da distribuição da massa molecular dos 

peptídeos formados nos hidrolisados proteicos de fígado suíno, foram realizadas 

pelo Laboratório de Química de Carboidratos, do Departamento de Bioquímica 

e Biologia Molecular, na Universidade Federal do Paraná, Campus Curitiba-PR. 

 Para tanto, 10 mg da amostra dos peptídeos foi dissolvida em 0,5 mL de 

D2O e centrifugadas à 13000 rpm, o sobrenadante foi utilizado para a análise de 

Ressonância Magnética variando de 1H à 600MHz na temperatura de 303K, 

pulso de 90º e tempo para relaxação de 2s e 8 transientes para se obter um 

espectro de 2D DOSY. 

 As massas moleculares forma obtidas por curva padrão de DOSY com 

substâncias de massa molecular (PM) conhecida (ACETONA), os volumes das 

correlações de 1H RMN e Log D forma obtidos dos espectros de DOSY 

processados no software mestReNova 6.1.1 (Mestre Lab research S.L) e 

quantificados no software Topspin 3.2 (Bruker GmBH). Os resultados foram 

tabulados na forma de percentual relativo e massa molecular. 

 

3.11 Determinação de atividades biológicas 

 

As atividades biológicas foram identificadas em amostras coletadas em 1 

e 4 horas de hidrólise, e, realizadas no Laboratório de Bioquímica de Alimentos, 

Departamento de Ciência de Alimentos, Faculdade de Engenharia de Alimentos, 

Universidade Estadual de Campinas (Unicamp)-SP. 
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3.11.1 Propriedades antioxidantes  

 

3.11.1.1 Capacidade de redução de radicais DPPH 

 

A atividade antioxidante dos diferentes hidrolisados proteicos oriundos de 

fígado suíno, foram avaliadas pelo método DPPH (1,1-difenil-2-picrilhidrazil), de 

acordo com o descrito por Bougatef et al. (2009).  

Alíquotas do hidrolisado na concentração de 5 mg mL-1 foram misturadas 

com 0,5 mL de etanol (99,5%) e 0,125 mL do radical DPPH (0,02%) em etanol 

(99,5%). A mistura foi mantida durante 60 min a temperatura ambiente e na 

ausência de luz.  

As amostras foram lidas em espectrômetro a 517 nm, para quantificar a 

redução do radical DPPH, os quais foram expressos em μmol de Trolox 

equivalente por grama de amostra (µmol TE g-1). 

 

3.11.1.2 Capacidade sequestrante do radical ABTS  

 

A quantificação da atividade antioxidante dos hidrolisados proteicos 

utilizando o radical ABTS [2,2'-azino-bis (3-etillbenzotiazolina-6-ácido sulfônico)], 

foi realizada de acordo com a metodologia descrita por Re et al. (1999).  

Alíquotas de 20 µL das amostras (5 mg mL - 1) foram adicionadas a 2 mL 

da solução do radical ABTS (7 mM). As misturas reacionais foram incubadas 

(ausência da luz e temperatura ambiente) por 6 min e a absorbância determinada 

a 734nm. Os valores finais de atividade antioxidante foram expressos em μmol 

de Trolox equivalente por grama de amostra (µmol TE g-1). 

 

3.11.1.3 Poder redutor do íon ferro (FRAP) 

 

A determinação da atividade antioxidante pelo método FRAP (Ferric. 

Reducing Antioxidant Power), foi desenvolvida baseado em Benzie et al. (1996).  
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Para tanto, empregou-se solução tampão acetato (0,3 M e pH 3,6), 

solução padrão de TPTZ (2,4,6-tri(2-piridil)-1,3,5-triazina) (10 mM) e cloreto 

férrico (0,02 M).  

A análise consistiu na mistura de 0,1 mL de cada amostra e 1 mL da 

solução FRAP, com posterior incubação em banho termostático na temperatura 

de 37°C durante 15 min. Em seguida, as absorbâncias foram medidas a 593 nm. 

Os valores finais de atividade antioxidante foram expressos em μmol de Trolox 

equivalente por grama de amostra (µmol TE g-1). 

 

3.11.2 Propriedades anti-hipertensivas 

 

A determinação da atividade anti-hipertensiva dos hidrolisados proteicos 

foi realizada em função da atividade inibitória da enzima conversora de 

angiotensina (ECA) de acordo com o método descrito por Siow & Gan (2013).  

Alíquotas de 50 µL das amostras em diferentes concentrações (0,10, 0,25 

e 0,50 mg mL-1) foram misturadas com 50 µL de solução de ECA (50 mU mL-1). 

As misturas reacionais foram incubadas a 37°C por 10 min para aclimatação.  

Em seguida, foram adicionadas alíquotas de 150 µL do substrato hipuril-

histidil-leucina (4,15 mM) em tampão borato (100 mM, pH 8,3) contendo NaCl 

(0,3 M) e as misturas reacionais foram incubadas a 37°C durante 30 min. A 

reação foi paralisada mediante a adição de 500 µL de HCl (1M).  

A extração de ácido hipúrico proveniente da ação da ECA sobre o 

substrato hipuril-histidil-leucina foi realizada pela adição de 1,5 mL de acetato de 

etila, agitação em vórtex por 1 min e repouso por 5 min. Alíquotas de 800 µL das 

amostras de acetato de etila contendo ácido hipúrico foram transferidas para 

tubos de centrífuga de 2,0 mL e secos em um concentrador à vácuo durante 

30 min a 45°C. Após a secagem, o resíduo resultante foi solubilizado em 1,0 mL 

de água deionizada e agitado em vórtex até completa dissolução. A 

concentração de ácido hipúrico foi determinada a 228 nm utilizando 

espectrofotômetro.  
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A reação controle foi preparada pela adição de 50 µL de água deionizada 

em substituição às amostras de proteínas. O potencial anti-hipertensivo das 

amostras foi expresso em função da inibição percentual da atividade de ECA 

como descrito pela equação (3.20). 

 

Inibição ECA (%)  =  
(AbsCN –  AbsA)  ×  100 

AbsCN
 Eq. (3.20) 

 

Em que, AbsCN é a absorbância do controle negativo e AbsA, a 

absorbância das amostras. 

 

3.11.3 Propriedades antidiabéticas 

 

As propriedades antidiabéticas dos diferentes hidrolisados proteicos 

foram avaliadas por meio da inibição das enzimas α-amilase e α-glicosidase e 

foi determinada como descrito por Ngoh & Gan (2016) e Apostolidis et al. (2007), 

com modificações. 

Para a avaliação da inibição da atividade, as soluções enzimáticas de 

α- amilase de Aspergillus oryzae (Sigma Aldrich) e α-glicosidase de 

Saccharomyces cerevisiae (Sigma Aldrich) foram previamente preparadas com 

os diferentes hidrolisados proteicos. O controle positivo das reações foi realizado 

mediante a substituição dos hidrolisados proteicos por água destilada. 

Para a determinação da atividade de α-amilase, alíquotas de 500 μL das 

soluções de hidrolisados em diferentes concentrações (5 e 10 mg mL-1) contendo 

a enzima α-amilase foram adicionadas de 500 μL de solução de amido solúvel 

(1% m/v), previamente preparado em tampão acetato (50 mM) pH 5,0.  

As misturas reacionais foram incubadas durante 30 minutos a 50°C e as 

reações foram paralisadas pela adição de 1 mL de solução de ácido 3,5 

dinitrosalicílico (DNS). A atividade de α-amilase foi calculada em função dos 

açúcares redutores totais determinados pelo método DNS (MILLER, 1959). Uma 

unidade de atividade foi definida como a quantidade de enzima necessária para 
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liberar 1 µmoL de glicose por mL de mistura reacional, por minuto nas condições 

de reação. Os resultados foram apresentados como inibição percentual em 

relação ao ensaio controle (100% de atividade). 

A inibição de atividade enzimática de α-glicosidase foi determinada 

usando a metodologia descrita por Apostolidis et al. (2007), com modificações. 

A análise foi realizada utilizando uma microplaca de 96 poços e a reação foi 

conduzida utilizando um leitor de microplacas.  

A mistura reacional consistiu na adição de 50 μL da solução tampão 

fosfato (100 mM, pH 6,9) nos poços designados ao branco e de 50 μL da solução 

de hidrolisado proteico em diferentes concentrações (5 e 10 mg mL-1) em tampão 

fosfato (100 mM, pH 6,9) nos poços designados a cada amostra. Em seguida, a 

cada poço de microplaca, foram adicionados 50 μL de substrato (solução de ρ-

nitrofenil-α-D- glicopiranosídeo na concentração de 5 mM) e 100 μL da solução 

enzimática (0,1 U mL-1). A reação foi conduzida a 37ºC durante 5 min e as 

leituras realizadas a 405 nm. Os resultados foram apresentados como inibição 

percentual em relação ao ensaio controle (100% de atividade). 

 

3.11.3 Ferramentas estatísticas  

 

Os resultados (item 3.11) foram analisados estatisticamente pelo teste de 

Tukey, realizado com auxílio do software Statistica, Tibco Software (EUA). As 

análises foram realizadas com no mínimo três replicatas e os resultados 

expressos como média aritmética e considerados estatisticamente diferentes 

quando os valores de p foram inferiores ou iguais a 0,05. 
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CAPÍTULO 4 - RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

 

Neste capítulo, são apresentados os resultados e discussões, obtidos 

durante a pesquisa de avaliação da hidrólise enzimática de fígado suíno, 

empregando as enzimas Alcalase 2.4 L® e a NovoPro-D®, caracterização da 

matéria-prima e hidrolisados, bioatividades e caracterização dos potenciais. 

 

4.1 Caracterização química elementar, de vitaminas e aminoácidos do 

fígado suíno in natura  

 

No desenvolvimento de um hidrolisado proteico, é necessário ter 

conhecimento da composição química da matéria-prima a ser hidrolisada, 

principalmente ao que se refere ao teor de proteínas, pois este influencia 

diretamente nas condições de processo que serão empregadas no processo 

hidrolítico. Para tanto, amostras de fígado suíno in natura, foram submetidas à 

determinação quantitativa dos constituintes presentes em termos de proteína 

bruta (PB), lipídeos, matéria mineral (cinzas), e umidade (U), análises de 

vitaminas (A, B1, B2, B3, B5, B8, B9, B12), composição elementar química e 

aminoácidos totais, sendo que os resultados encontram-se dispostos nas 

Tabelas 4.1, 4.2, 4.3 e 4.4, ainda nas mesmas Tabelas, estão apresentados os 

valores encontrados na literatura para estas mesmas caracterizações. A Figura 

4.1 apresenta o coproduto o fígado suíno in natura empregado na presente 

pesquisa. 
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Figura 4.1 -  Fígado suíno in natura 

Fonte: próprio autor. 

 
Tabela 4.1 - Composição química percentual para o fígado suíno in natura e valores obtidos em 
trabalhos reportados na literatura 

Componentes 
Fígado suíno in natura 

Valor obtido* Literatura 

Cinzas (%) 1,4 1,3 – 1,4 

Lipídeos (%) 2,5 2,4 – 6,8 

Proteína total (%) 19,7 20,6 – 22,1 

Umidade (%) 74,3 70,4 - 71,6  

* Dados do autor. 
Fonte: Adaptado de Honikel (2011); Seong et al. (2014)b; Verma et al. (2017) 

 

Verifica-se (Tabela 4.1), que os valores encontrados na presente pesquisa 

estão condizentes com a literatura. Esses valores podem ser comparados com 

o estudo realizado por Honikel (2011), para avaliar os constituintes do fígado 

suíno, em que relatou variações da composição para a proteína (18,9 - 21,6%) 

e lipídeos (2,4 - 6,8%). Nota-se, fatores como alimentação, clima e tempo de 

crescimento do animal a ser abatido influenciam na constituição dos nutrientes 

presentes no órgão, entretanto, os valores encontrados são semelhantes ao 

presente estudo. 

Seong et al. (2015) avaliaram os aspectos da composição química e 

nutricional dos coprodutos de frango, tais como: fígado, moela, estômago e 

intestino (delgado, ceco e duodeno). Os resultados indicaram que o intervalo 

aproximado de composição (mínimo e máximo) desses coprodutos foram 

umidade (76,68 – 83,23%), gordura (0,81 - 4,53%), proteína (10,96 – 17,70%), 

no qual o fígado e a moela apresentaram maior teor de proteína, porém, estes 

valores são menores do que os encontrados no presente trabalho. 
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Em outro estudo de Seong et al. (2014)a obtiveram em sua pesquisa 

referente a bovino da raça Ranwoo, maior teor de proteínas na bexiga (22,23%), 

seguido pelo duodeno (21,31%), útero (21,24%), coração (18,62%), fígado 

(18,59%) e baço (18,21%).  

Diante deste contexto, quando comparados os teores de proteínas 

encontrados nos coprodutos cárneos conforme estudos os valores encontrados 

no músculo animal, como, por exemplo: lombo bovino (21%) e lombo de suíno 

(22,2%) (PEREIRA & VICENTE, 2013), costeletas de suíno (17,3%) e carne de 

pato (19,3%) (OCKERMAN & BASU, 2004). Nota-se que estes valores são 

similares aos encontrados nos coprodutos de origem animal, especialmente o 

fígado.  

Assim, verifica-se o potencial apresentado pelo fígado suíno cru como 

fonte de proteína de alto valor biológico, capaz de atender às necessidades 

diárias de nutrientes, com a possibilidade de ser utilizado em indústrias 

hidrolíticas processos para obter novos produtos de alto valor, pois biopeptídeos 

são obtidos a partir de hidrólise enzimática. 

Os resultados de vitaminas do fígado suíno in natura são reportados na 

Tabela 4.2. Verifica-se que houve presença significativa de todas as vitaminas 

do complexo B, porém, a vitamina A apresentou a maior concentração. Kim 

(2011) relatou, em seu estudo, que os coprodutos suínos continham maior 

conteúdo vitamínico que o tecido muscular. 

Pode-se observar uma variação de valores entre o mesmo órgão das 

espécies estudadas (Tabela 4.2), isto pode ser explicado devido à diferença de 

raça, tipo de alimentação, sazonalidade, genética e outros fatores inerentes a 

própria espécie (HONIKEL, 2011; NOLLET & TOLDRÁ, 2011). 
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Tabela 4.2 - Conteúdo de vitaminas (µg 100 g-1; mg 100g-1) de fígado suíno in natura 

   Fígado in natura 

   Literatura 
Valor obtido* 

Vitaminas Nome estrutura Unidade Aves¹ Bovino² Suínos³ 

A  Retinol µg 100 g-1 21676 5027 57406 9290 

B1  Tiamina mg 100 g -1 0,23 0,18 0,13 0,131 

B2  Riboflavina mg 100 g -1 0,74 0,41 0,92 1,8 

B3  Niacina mg 100 g -1 6,57 12,24 28,12 17 

B5  
Cálcio 

Pantotenato 
mg 100 g -1 4,16 0,98 3,05 5,45 

B8  Biotina, Biacore mg kg-1 N/D** N/D N/D 0,275 

B9  Folato, folacina µg 100 g-1 N/D N/D N/D 259 

B12  Cianocobalamina µg 100 g-1 N/D N/D N/D 15,5 

* Dados do autor. 
** N/D: não determinado. 
1 Seong et al. (2015); 2 Seong et al. (2014)a; 3 Seong et al. (2014)b. 

 

Tabela 4.3 - Conteúdo de minerais presentes no fígado suíno in natura 

  Fígado in natura  

Elementos 
Nome 

estrutura 

Literatura Valor obtido* 
(mg kg-1) 

Seong et al. (2014)b Honikel (2011) 

P Fósforo 2477,24 356 - 370 6634,4 

K Potássio 3028,29 271 - 320 7730,37 

Ca Cálcio 70,40 6 -10 224,14 

Cr Cromo 0,32 -- 5,20 

Mn Manganês 2,98 0,34 6,50 

Fe Ferro 148,40 19,2 - 21 495,40 

Cu Cobre 5,50 0,68 47,18 

Zn Zinco 7,04 5,76 249,68 

Se Selênio -- -- 0,76 

* Dados do autor. 
-- Não detectado. 

 

Os valores obtidos para o conteúdo de minerais do fígado in natura estão 

dispostos na Tabela 4.3. Analisando os resultados, observa-se a presença em 

quantidades significativas dos principais macro e micronutrientes necessários 

para manter as funções vitais do organismo. Entre eles se encontra o ferro (Fe) 

que desempenha papéis vitais no desenvolvimento da função cognitiva das 

crianças, atuando também no metabolismo energético e sistema imunológico. 

Outro mineral essencial para o crescimento normal das crianças e o 

desenvolvimento reprodutivo é o zinco (Zn) (WYNESS et al., 2011), o qual 

também foi obtido nesta pesquisa.  
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Em estudo, Garcia-Llatas et al. (2011) compararam a quantidade de 

minerais de vários coprodutos suínos e relataram que o conteúdo de Fe contidos 

nestes coprodutos eram superiores ao encontrados na carne suína in natura 

(8,5 mg kg-1) e presunto suíno (18mg kg-1).  

Comparando-se os resultados deste estudo aos já reportados por Seong 

et al. (2014) e por Honikel (2011) (Tabela 4.3), é possível evidenciar que os 

coprodutos suínos são fontes ricas de minerais, as quais são capazes de suprir 

as necessidades diárias para o bom funcionamento do corpo. Diante desses 

resultados, pode-se demostrar que o fígado suíno in natura, trata-se de uma 

matéria-prima com potencial de aplicabilidade em indústrias de alimentos. 

Na Tabela 4.4, são apresentados os valores de aminoácidos identificados 

no fígado suíno in natura. É possível verificar que todos os aminoácidos 

essenciais foram detectados em quantidades equilibradas, assim como os não 

essenciais para fígado in natura (50,52% EAA). Aminoácidos essenciais não são 

sintetizados pelo organismo, portanto, devem ser supridos por meio de dietas 

balanceadas, em proporções adequadas às necessidades individuais, para que 

possam ser absorvidos e metabolizados pelo organismo com máxima eficiência 

(TIRAPEGUE, 2016).  
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Tabela 4.4 - Composição média de aminoácidos (%) identificado no fígado suíno in natura 

  Fígado in natura 

  Literatura 
Valor obtido* Aminoácidos 

Essenciais (%) 
Sigla Aves¹ Bovino² Suínos³ 

Histidina His 0,43 0,65 0,36 0,67 

Arginina Arg 1,04 1,02 1,22 0,97 

Treonina Thr 0,79 0,84 0,45 0,84 

Valina Val 0,83 0,84 2,01 1,20 

Metionina Met 0,38 0,32 0,36 0,44 

Isoleucina Ile 0,65 0,66 1,02 0,91 

Leucina Leu 1,41 1,78 1,05 1,82 

Fenilalanina Phe 0,76 1,01 0,94 0,98 

Lisina Lys 1,34 1,42 1,05 1,66 

Triptofano Trp -- N/D N/D 0,30 

Σ Aminoácidos 
essenciais 

 7,63 8,54 8,46 9,79 

Aminoácidos não 
essenciais (%) 

Sigla Aves¹ Bovino² Suínos³ Valor obtido* 

Ácido Aspartico Asp 1,49 1,68 1,69 2,10 

Ácido Glutâmico Glu 2,23 2,24 2,11 2,57 

Serina Ser 0,80 0,86 0,87 0,83 

Glicina Gly 0,81 0,93 0,77 1,08 

Alanina Ala 0,98 1,20 1,11 1,17 

Prolina Pro 0,71 0,85 1,11 0,92 

Tirosina Tyr 0,59 0,66 2,93 0,58 

Cisteina Cys 0,27 0,29 0,64 0,34 

Σ Aminoácidos não 
essenciais 

 7,88 8,71 11,23 9,59 

Σ Aminoácidos  15,51 17,25 19,69 19,88 

% Aminoácidos 
essenciais 

 49,19 49,50 42,97 50,52 

* Dados do autor. 
1 Seong et al. (2015); 2 Seong et al. (2014)a; 3 Seong et al. (2014) b. 
** N/D: não determinado. 

 

Anderson (1988) em seu estudo de caracterização de coprodutos de 

suíno encontrou níveis variados de aminoácidos essenciais, porém semelhantes 

aos dos tecidos musculares do suíno. Também Aristoy & Toldrá (2011) 

encontraram, em coprodutos de origem animal, a presença de aminoácidos 

essenciais equilibrados e similares aos das proteínas musculares.  

A partir dos resultados, verifica-se que o fígado suíno in natura se 

caracteriza como uma excelente fonte de proteína de elevado valor biológico, 

com perfil de aminoácidos equilibrados, vitaminas e minerais capazes de suprir 
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as necessidades diárias de nutrientes, pois possui todos os aminoácidos 

essenciais em quantidades adequadas, conforme estabelece a FAO (Tabela 

4.5). 

 

Tabela 4.5 - Recomendação nutricional diária de aminoácidos para adultos mg kg-1 

Aminoácidos essenciais m kg-1 p.c. dia-1 mg g proteína-1ª 

Histidina 11 17 

Isoleucina 13 23 

Leucina 19 52 

Lisina 16 16 

Metionina + Cistina 17 23 

Fenilalanina + Tirosina 19 41 

Treonina 9 24 

Triptofano 5 6 

Valina 13 29 

Fonte: Adaptado de Cozzolino et al. (2016). 
p.c. peso corporal 

 

Diante do exposto, percebe-se o elevado potencial de aplicação do fígado 

suíno in natura, em consequência da sua composição nutricional. Sendo, um 

coproduto que pode ser utilizado como matéria-prima em processos 

biotecnológicos visando o desenvolvimento e formação de um novo produto de 

alto valor agregado. 

 

4.2 Desenvolvimento dos hidrolisados proteicos de fígado suíno com 

enzima Alcalase 2.4 L® 

 

O grau de hidrólise é a medida da extensão da degradação hidrolítica de 

proteínas, sendo considerado o meio mais prático e conveniente para controlar 

o processo de hidrólise (ADLER-NISSEN, 1986). Diante disso, os resultados das 

variáveis utilizadas no DCCR referentes ao desenvolvimento dos hidrolisados 

proteicos de fígado suíno: proteína:água (F1) % (p/p) e enzima:proteína (F2) % 

(p/p), e a variável de resposta em termos de grau de hidrólise % (GH) são 

apresentadas na Tabela 4.6, conforme os valores reais investigados.  
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Tabela 4.6 - Matriz do planejamento experimental DCCR com os valores reais das variáveis 
analisadas e a resposta para a hidrólise enzimática com enzima Alcalase 2.4 L® em 1 hora 

 Variáveis independentes Variável resposta 

Ensaio Proteína:água (F1) % (p/p) Enzima:proteína (F2) % (p/p) 
Grau de hidrólise (GH) 

% 

1 10 0,5 12,43 

2 20 0,5 22,47 

3 10 1,5 17,05 

4 20 1,5 27,85 

5 8 1 15,7 

6 22 1 22,34 

7 15 0,3 12,29 

8 15 1,7 19,75 

9 15 1 18,12 

10 15 1 18,6 

11 15 1 19,36 

Temperatura hidrólise: 64ºC 

pH: 6,4 

 

 De acordo com a Tabela 4.6, verifica-se que, o GH apresentou uma 

variação de 12,29%, para as condições das variáveis independentes 

enzima:água de 10% e de 0,3% para enzima:proteína, a 27,85%, para as 

variáveis independentes de proteína:água 22% e 1,5% enzima:proteína. O 

resultado pode estar relacionado com a variação da concentração do substrato 

devido a redução da água e com a maior concentração de enzima em relação à 

proteína, evidenciado pelas variações do GH encontrados, sendo que quando 

maior a concentração das variáveis, maior o valor obtido. 

 A análise estatística dos resultados é apresentada pelo Diagrama de 

Pareto (Figura 4.2), pela estimativa de efeitos principais e interações das 

variáveis (Tabela 4.7), análise de variância (ANOVA) (Tabela 4.8), modelo de 

regressão (Eq. 4.1), gráfico dos resíduos em função dos valores preditos e 

valores preditos por valores observados (Figura 4.3) e as superfícies de resposta 

(Figura 4.4). 
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0,1589285

-0,707486

0,793289

3,038235

4,478588

p=0,05

Proteína:Água (F1) L x Enzima:Proteína L

Enzima:proteína (F2) (% w /w )(Q)

Proteína:Água (F1) (% w /w )(Q)

Enzima:proteína (F2) (% w /w )(L)

Proteína:Água (F1) (% w /w )(L)

 

Figura 4.2 - Diagrama de Pareto com efeitos das variáveis e interações para a hidrólise 

enzimática do fígado suíno do planejamento experimental DCCR para a enzima 

Alcalase 2.4 L®, temperatura hidrólise 64ºC, pH 6,4 ao nível de significância de 95% 

 

Tabela 4.7 - Estimativa dos efeitos principais e interações entre as variáveis analisadas para a 
hidrólise enzimática do fígado suíno do planejamento experimental DCCR para a enzima 
Alcalase 2.4 L® 

Variáveis Efeito p-valor Coeficiente 
Erro padrão do 

coeficiente 

Média/Intercepto 18,66063 0,000040 18,66063 1,380264 

Proteína:água (%)(L* 7,6101 0,006527 3,80505 0,849609 

Proteína:água (%)(Q)** 1,61812 0,463574 0,80906 1,019882 

Enzima:proteína (%)(L)* 5,16263 0,028809 2,58131 0,849609 

Enzima:Proteína (%)(Q)** -1,4431 0,510868 -0,72155 1,019882 

Proteína:água (F1) x Enzima:proteína (F2) 0,38 0,879945 0,19000 1,195506 

*(L) = termo linear, ** (Q) = termo quadrático 
R2 = 0,8607 

 

De acordo com diagrama de Pareto (Figura 4.2) e o p-valor (Tabela 4.7), 

verifica-se que ambos os parâmetros tiveram um efeito positivo para o grau de 

hidrólise, sendo que o fator proteína:água foi mais significante. Além disso, o 

diagrama de Pareto mostra que a interação entre as variáveis não teve efeito 

significativo dentro de um intervalo de confiança de 95% (p-valor>0,05). Pelo 

diagrama de Pareto (Figura 4.2), torna-se mais evidente que a variável 
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proteína:água apresentou maior influência sobre o processo de hidrólise 

enzimática com a enzima Alcalase 2.4 L®. 

A Tabela 4.8 apresenta os resultados da análise de variância (ANOVA), a 

qual foi utilizada na regressão dos dados experimentais e das superfícies de 

respostas (Figura 4.4). A partir do teste F, comparou-se o valor de F calculado 

(Fcalc) com F tabelado (Ftab). O valor de F tabelado para um intervalo de confiança 

de 95% é de Ftab 2;5;0,05 = 5,79 (BARROS et al., 2010). As regressões obtidas 

(Tabela 4.7) forneceram R2 de 0,8607, indicando que o modelo pode explicar 

86,07% da variabilidade da resposta (Y1) para o grau de hidrólise. 

 

Tabela 4.8 - Análise de variância (ANOVA) para a hidrólise enzimática do fígado suíno do 
planejamento experimental DCCR para a enzima Alcalase 2.4 L® 

Fonte de variância 

Soma 

Quadrátic

a (SQ) 

Graus de 

Liberdade 

(GL) 

Média 

Quadrática  

(MQ) 

Fcalc 

Coeficiente de 

determinação 

(R²) 

Modelo de regressão  167 2 83,72 11,09 0,8607 

Resíduo 37,7455 5 7,55   

TOTAL 205,1869 7 
  

 

 

Verifica-se (Tabela 4.8) que o valor do Fcalc é maior que o Ftab, dessa forma 

o modelo proposto é válido para a hidrólise enzimática do fígado suíno para a 

enzima Alcalase 2.4 L®, evidenciando que as razões proteína:água e 

enzima:proteína são significativos para o processo de hidrólise. A equação 

obtida pela análise estatística do modelo de regressão pelas variáveis 

codificadas é apresentada na Equação 4.1.  

 

GH (%) = 18,66 +3,80 (F1)+2,58 (F2)+ 0,81 (F3)²-0,72155 (F4)² (Eq. 4.1) 

 

A partir da Equação 4.1, verifica-se que o coeficiente do modelo de 

regressão com maior relevância para o GH é o termo linear da variável 

proteína:água (F1), seguido do termo linear da variável, enzima:proteína (F2) e 

os termos quadráticos da interação entre as variáveis (F3) e (F4) com menor 

relevância. 

A validação do modelo por meio da ANOVA pode ser corroborada pelo 

comportamento observado no gráfico dos resíduos em função dos valores 
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preditos pelo modelo de regressão e valores observados, além do gráfico da 

probabilidade normal dos resíduos, sendo estes apresentados na Figura 4.3.  
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Figura 4.3 - Resultado estatístico do planejamento experimental DCCR para a hidrólise 
enzimática do fígado suíno para a enzima Alcalase 2.4 L® – (a) resíduos em função dos 

valores preditos e (b) valores observados por preditos 
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Observa-se na Figura 4.3 (a) a distribuição dos resíduos apresenta-se de 

forma aleatória e próxima do zero para os valores preditos, assim assegura-se 

que há um ajuste adequado do modelo de regressão e sem tendências durante 

a predição dos valores calculados. Enquanto que pela Figura 4.3 (b) verifica-se 

a ausência de valores discrepantes ou outliers, uma vez que os valores estão 

próximos da linha. As superfícies de resposta geradas a partir da análise 

estatística dos resultados são apresentadas na Figura 4.4. 

 

 

 

Figura 4.4 - Superfície de resposta para o grau de hidrólise do fígado suíno para a enzima 
Alcalase 2.4 L® 

 

A Figura 4.4 apresenta a superfície de reposta para a hidrólise enzimática 

com Alcalase 2.4 L® do fígado suíno com uma função da relação proteína:água 

e enzima:proteína. Pode ser observado o comportamento levemente não linear 

indicando a pequena influência dos termos quadráticos do modelo.  

A elevada concentração de enzima, favorece o aumento da taxa de 

reação, enquanto menores volumes de água concentram o substrato (proteína), 
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o que pode resultar em maior liberação de peptídeos bioativos e propriedades 

funcionais, bem como melhores respostas para o grau de hidrólise. 

Nesse sentido, as relações existentes entre as variáveis significativas 

sobre o grau de hidrólise mostram que a variável proteína:água apresentou maior 

influência sobre a mesma, em comparação com variáveis enzima:proteína. 

Dessa forma, também mostrou que o volume de água e enzima adicionada no 

processo foi baixa, o que, a partir de industrial, é um fator importante, pois não 

implica custos consideráveis com a aquisição de enzima e energia para secagem 

do produto, contribuindo para a viabilidade econômica do processo.  

Na Tabela 4.9 estão apresentados os valores de grau de hidrólise obtidos 

no presente estudo e os relatados na literatura utilizando a Alcalase 2.4 L® com 

diferentes matérias-primas e condições de hidrólise variadas. Observou-se uma 

variação no GH, isto pode ser devido às condições empregadas em cada 

processo como tempo e temperatura, e também a variedade da matéria-prima. 

Além disso, para Hiidenhovi et al. (2005) a razão entre os fatores enzima e 

proteína, interferem na obtenção do GH, bem como na geração e faixa de 

formação dos peptídeos.  

 
Tabela 4.9 - Grau de hidrólise do fígado suíno utilizando a Alcalase 2.4 L® e dispostos na 
literatura. 

Matéria-prima Enzima pH 
Temperatur

a (ºC) 

Tempo 

(h) 

Teor de 

Proteína (%) 

Grau de 

Hidrólise (%) 

Fígado suíno1 Alcalase 2.4 L® 6,4 64 1 15,4 12,43 - 27,85 

Corvina2 Alcalase 2.4 L® 8,0 50 1 49,7 - 80,3 12,2 - 43,7 

Tilápia3 Alcalase 2.4 L® 7,5 60 2 -- 20,2 

1 Dados do autor;  2 Centenaro & Mellado (2008); 3Roslan et al. (2015). 

 

A Figura 4.5 apresenta o hidrolisado proteico do fígado suíno a partir da 

enzima Alcalase 2.4 L®. 
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Figura 4.5 -  Hidrolisado proteico de fígado suíno a partir da enzima Alcalase 2.4 L®, 
temperatura 64ºC, pH 6,4 

Fonte: próprio autor. 

 

4.2.2 Máxima resposta do Grau de hidrólise (GH) para o fígado suíno com 

enzima Alcalase 2.4 L® 

 

Como com o planejamento DCCR não foi possível obter uma condição 

otimizada, mas sim um indicativo das melhores relações, foram realizados 

ensaios conforme Tabela 3.4 para avaliar o grau de hidrólise. Os resultados são 

apresentados na Figura 4.6 em que fixou proteína:água (20%) e variando 

enzima:proteína. 
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Figura 4.6 - Grau de hidrólise com a enzima Alcalase 2.4 L®, temperatura 64ºC, pH 6,4, 

fixando proteína:água e variando enzima:proteína em expresso em porcentagem (%) 

 

Observa-se na Figura 4.6, que a relação enzima:proteína de 1,5% foi a 

que apresenta maior grau de hidrólise e adotado como referência para análise, 

uma vez que a partir desta razão, não houve variação significativa. Diante disso, 

verifica-se que a variável enzima:proteína foi fundamental para obtenção do grau 

de hidrólise e consequentemente o teor de proteína. 

Conforme Sadana (1991), o aumento da velocidade de agitação diminui o 

tamanho das gotas formadas aumentando assim a área interfacial, levando a 

uma extensão da hidrólise. Para a relação proteína:água superior a 24%, a 

reologia do produto apresentou dificuldade em manter uma velocidade 

homogênea do movimento da amostra, gerando regiões com velocidades 

menores que leva a condições menos favoráveis para uma uniformidade de 

produto hidrolisado. 

A partir deste resultado (Figura 4.6), se fixou esta condição 

enzima:proteína (1,5%) e variou a relação proteína:água, conforme Figura 4.7. 
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Figura 4.7 - Grau de hidrólise com a enzima Alcalase 2.4 L®, temperatura 64ºC, pH 6,4, 

fixando enzima:proteína e variando proteína:água em expresso em porcentagem (%) 

 

 A partir da Figura 4.7, verifica-se que a variável enzima:proteína a 1,5%, 

foi a condição otimizada que apresentou o melhor comportamento de hidrólise 

na obtenção do GH. Diante disso, acompanhou-se a cinética hidrolítica no intuito 

de averiguar se o GH seria aumentado, para a enzima Alcalase 2.4 L®. 

 

4.2.3 Cinética da hidrólise enzimática para o fígado suíno com enzima 

Alcalase 2.4 L® 

 

A cinética enzimática é o estudo do mecanismo pela qual as enzimas 

ligam substratos e os transformam em produtos. Diante disso, a cinética 

enzimática do fígado suíno foi realizada por um tempo de 10 h, empregando 

como condição para a hidrólise enzima:proteína 1,5% e água:proteína 20%, a 

64ºC e pH 6,4. Durante todo o processo hidrolítico foram retiradas amostras e o 

grau de hidrólise foi determinado. O resultado da curva cinética está apresentado 

na Figura 4.8.  
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Figura 4.8 Grau de hidrólise obtido com a variação da relação proteína:água (1,5%) com a 

enzima Alcalase 2.4 L®, temperatura 64ºC, pH 6,4 

 

Observando a Figura 4.8, verifica-se uma elevada velocidade de reação 

até 90 min com aproximadamente 25% de grau de hidrólise, posteriormente, a 

reação tem sua velocidade de bioconversão reduzida, até atingir sua 

estabilidade com 600 min, promovendo um grau de hidrólise neste tempo de 

34,5%. Analisando a reação em termos de aplicação industrial e os pontos de 

inflexão da curva com os tempos de 100 min e 450 min, pode-se otimizar o tempo 

do processo conforme o GH desejado e evitar custos adicionais de operação 

com baixo rendimento pela redução da velocidade de reação. Além disso, 

elevados tempos de reação favorecem a formação de peptídeos e aminoácidos 

com característica de amargor, o que tornaria o produto impalatável devido a sua 

hidrofobicidade residual (ADLER-NISSEN, 1986; SHEN et al., 2012). 
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4.2.4 Caracterização química elementar, de vitaminas e aminoácidos do 

hidrolisado proteico oriundo de fígado suíno com enzima Alcalase 2.4 L® 

 

Após a realização dos ensaios referentes ao planejamento experimental 

do tipo DCCR, fez-se a caracterização dos hidrolisados proteicos com a enzima 

Alcalase 2.4 L® na condição ótima (enzima:proteína 1,5% e água:proteína 20%), 

as quais estão dispostas nas Tabelas 4.10, 4.11, 4.12 e 4.13 

 

Tabela 4.10 - Composição química percentual para o hidrolisado proteico de fígado suíno com a 
enzima Alcalase 2. 4 L® 

Componentes 

Hidrolisado proteico 

Alcalase 2.4 L® (1 h)  Alcalase 2.4 L® (4 h) 

Cinzas (%) 1,0 1,1 

Lipídeos (%) 2,3 2,1 

Proteína total (%) 15,4 16,5 

Umidade (%) 79,1 78,1 

 

Tabela 4.11 - Conteúdo de vitaminas (mg 100g-1) para o hidrolisado proteico de fígado suíno 
com a enzima Alcalase 2.4 L® 

Vitaminas Unidade 

Hidrolisado proteico 

Alcalase 2.4 L® (1 h) 
(mg) 

Alcalase 2.4 L® (4 h) 
(mg) 

IDR* 

A (Retinol) µg 100 g-1 6980 5190 800 

B1 (Tiamina) mg 100 g-1 0,084 0,096 1,1 

B2 (Riboflavina) mg 100 g-1 1,92 1,92 1,4 

B3 (Niacina) mg 100 g-1 10,4 24,1 15 – 18 

B5 (Cálcio Pantotenato) mg 100 g-1 4,65 4,88 4 – 7 

B8 (Biotina, Biacore) mg kg-1 0,244 0,167 30 – 100 

B9 (Folato, folacina) µg 100 g-1 110 109 400 

B12 (Cianocobalamina) µg 100 g-1 20,2 14,6 1 – 3 

** Ingestão diária recomendada. 

Temperatura hidrólise: 64ºC 

pH: 6,4 
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Tabela 4.12 - Conteúdo de minerais para o hidrolisado proteico de fígado suíno com a enzima 
Alcalase 2.4 L® 

Elementos 
Nome 

estrutura 

Hidrolisado proteico 

Alcalase 2.4 L® 
(1 h) (mg) 

Alcalase 2.4 L® 
(4 h) (mg) 

IDR 

P Fósforo 6979,63 7360,34 800 - 1200 

K Potássio 6621,38 6658,73 3500 

Ca Cálcio 182,63 218,42 800 - 1200 

Cr Cromo 5,75 2,79 0,05 – 0,02 

Mn Manganês 5,91 6,01 2 - 5 

Fe Ferro 751,32 737,08 15 

Cu Cobre 49,74 45,93 1,5 - 3 

Zn Zinco <1,26 <0,50 12 - 15 

Se Selênio 1,35 1,28 0,05 – 0,07 

 

Tabela 4.13 - Composição média de aminoácidos para o hidrolisado proteico de fígado suíno 
com a enzima Alcalase 2.4 L® 

  Hidrolisado proteico 

Aminoácidos Essenciais (%) Sigla Alcalase 2.4 L® (1 h) Alcalase 2.4 L® (4 h) 

Histidina His 0,53 0,54 

Arginina Arg 0,70 0,68 

Treonina Thr 0,65 0,70 

Valina Val 0,95 1,01 

Metionina Met 0,35 0,36 

Isoleucina Ile 0,69 0,76 

Leucina Leu 1,41 1,50 

Fenilalanina Phe 0,76 0,81 

Lisina Lys 1,27 1,35 

Triptofano Trp 0,25 0,27 

Σ Aminoácidos essenciais  7,56 7,98 

Aminoácidos não essenciais (%) Sigla Alcalase 2.4 L® (1 h)  Alcalase 2.4 L® (4 h) 

Ácido Aspartico Asp 1,51 1,69 

Ácido Glutâmico Glu 1,98 2,14 

Serina Ser 0,63 0,71 

Glicina Gly 0,86 0,94 

Alanina Ala 0,92 0,97 

Prolina Pro 0,66 0,79 

Tirosina Tyr 0,38 0,54 

Cisteina Cys 0,31 0,32 

Σ Aminoácidos não essenciais  7,25 8,10 

Σ Aminoácidos  14,81 16,08 

% Aminoácidos essenciais  51,05 49,63 

Temperatura hidrólise: 64ºC 

pH:6,4 
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Quanto aos resultados dos hidrolisados de fígado suíno utilizando a 

enzima Alcalase 2.4 L® com hidrólise de 1 e 4 horas apresentados nas Tabelas 

4.10, 4.11, 4.12 e 4.13, observa-se que os teores proteicos dos hidrolisados foram 

inferiores ao do fígado suíno in natura variando de (15,41- 17,12%). Além disso, 

os valores de vitaminas e sais minerais da presente pesquisa estão de acordo 

com a literatura.  

Entretanto, a redução das proteínas, não comprometeu a qualidade 

nutricional do hidrolisado proteico, uma vez que o teor destas proteínas continua 

atendendo às recomendações diárias estabelecidas pela FAO (1991). A 

diferença corresponde à proteína que não foi hidrolisada, permanecendo 

insolúvel (NEVES et al., 2004), ou pelos efeitos interativos entre os parâmetros 

da hidrólise, por exemplo, a adição de água a qual pode influenciar a composição 

final do hidrolisado proteico (PAGAN & BASU, 2004).  

Os resultados foram satisfatórios no que se refere aos valores de 

aminoácidos essenciais, não-essenciais, assim como para as vitaminas, todos 

são condizentes com a literatura. Pois, estes valores não apresentaram 

variações significativas quando comparadas com o fígado suíno in natura. No 

entanto, a avaliação dos minerais apresentou-se discrepante quando comparada 

com outras literaturas, este fato pode ser atribuído à diferença genética, raça, 

alimentação, clima entre outros (HONIKEL, 2011; NOLLET & TOLDRÁ, 2011) 

Damgaard et al. (2014) em seu estudo notaram que em todos os tecidos, 

cólon, apêndice, reto, pâncreas, coração, fígado e pulmão, oriundos de suíno 

apresentaram atividade antioxidante quando hidrolisados, tanto com a enzima 

Alcalase 2.4 L® quanto para a Protamex. 
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4.3 Desenvolvimento dos hidrolisados proteicos de fígado suíno com 

enzima NovoPro-D® 

 

4.3.1 Grau de hidrólise (GH) para o fígado suíno com enzima NovoPro-D® 

 

Os resultados das variáveis utilizadas no DCCR referentes ao 

desenvolvimento dos hidrolisados proteicos de fígado suíno para a enzima 

NovoPro-D® para a variável de resposta em termos de grau de hidrólise % (GH) 

são apresentadas na Tabela 4.14. 

 

Tabela 4.14 - Matriz do planejamento experimental DCCR com os valores reais das variáveis 
analisadas e a resposta para a hidrólise enzimática com enzima NovoPro-D® em 1 hora 

 Variáveis independentes Variável resposta 

Ensaio Proteína:água (F1) % (p/p) Enzima:proteína (F2) % (p/p) 
Grau de hidrólise (GH) 

% 

1 10 0,5 12,56 

2 20 0,5 15,57 

3 10 1,5 17,53 

4 20 1,5 27,3 

5 8 1 11,07 

6 22 1 22,49 

7 15 0,3 10,93 

8 15 1,7 20,4 

9 15 1 18,85 

10 15 1 18,65 

11 15 1 19,04 
Temperatura hidrólise: 64ºC 

pH:6,4 

 

 De acordo com a Tabela 4.14, verifica-se que, o GH apresentou uma 

variação de 10,93 a 27,3%. O maior GH refere-se à condição utilizada no ensaio 

4 com as variáveis independentes de proteína:água de 20% e 1,5% de 

enzima:proteína), com GH de 27,3%. Verifica-se também, que o ensaio 7 com 

as variáveis independentes proteína:água 15% de e 0,3% de enzima:proteína 

teve o menor GH 10,93%. Essas variações provavelmente ocorrem com os 

diferentes níveis de concentração da proteína em relação à agua e enzima. 
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 A análise estatística dos resultados para a enzima NovoPro-D® é 

apresentada pelo Diagrama de Pareto (Figura 4.9), pela estimativa de efeitos 

principais e interações das variáveis (Tabela 4.15), análise de variância (ANOVA) 

(Tabela 4.16), modelo de regressão (Eq. 4.2), gráfico dos resíduos em função 

dos valores preditos e valores preditos por valores observados (Figura 4.10) e 

as superfícies de resposta (Figura 4.11). 
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Figura 4.9 - Diagrama de Pareto com efeitos das variáveis e interações para a hidrólise 

enzimática do fígado suíno do planejamento experimental DCCR para a enzima NovoPro-D® 

ao nível de significância de 95% 

 

Tabela 4.15 - Estimativa dos efeitos principais e interações entre as variáveis analisadas para a 
hidrólise enzimática do fígado suíno do planejamento experimental DCCR para a enzima 
NovoPro-D® 

Variáveis Efeito p-valor Coeficiente 
Erro padrão do 

coeficiente 

Média/Intercepto 18,81907 0,000004 18,81907 0,866646 

Proteína:água (%)(L* 7,26465 0,001041 3,63232 0,533456 

Proteína:água (%)(Q)** -1,02452 0,460041 -0,51226 0,640368 

Enzima:proteína (%)(L)* 7,56515 0,000864 3,78258 0,533456 

Enzima:Proteína (%)(Q)** -2,16228 0,152153 -1,08114 0,640368 

Proteína:água (F1) x Enzima:proteína (F2) 3,38000 0,074145 1,69000 0,750640 

*(L) = termo linear, ** (Q) = termo quadrático 
R2 = 0,9544 
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De acordo com diagrama de Pareto (Figura 4.9) e o p-valor (Tabela 4.15), 

verifica-se que ambos os parâmetros tiveram um efeito positivo para o grau de 

hidrólise, sendo que o fator enzima:proteína foi mais significante. Além disso, o 

diagrama de Pareto mostra que a interação entre as variáveis não teve efeito 

significativo no intervalo de confiança de 95% (p-valor>0,05).  

Além disso, a Tabela 4.16 apresenta os resultados da análise de variância 

(ANOVA), a qual foi utilizada na regressão dos dados experimentais e das 

superfícies de respostas (Figura 4.11) para o processo hidrolítico para a enzima 

NovoPro-D®. Com estes dados e teste F, comparou-se o valor de F calculado 

(Fcalc) com F tabelado (Ftab). O valor de F tabelado para um intervalo de confiança 

de 95% é de Ftab 2;5;0,05 = 5,79 (BARROS et al., 2010). 

 

Tabela 4.16 - Análise de variância (ANOVA) para a hidrólise enzimática do fígado suíno do 
planejamento experimental DCCR para a enzima NovoPro-D® 

Fonte de variância 

Soma 

Quadrátic

a (SQ) 

Graus de 

Liberdade 

(GL) 

Média 

Quadrática  

(MQ) 

Fcalc 

Coeficiente de 

determinação 

(R²) 

Modelo de 

regressão  

218,00 2 108,94 18,54 0,9544 

Resíduo 2029,29 5 405,86   

TOTAL 2247,18 7    

 

Verifica-se (Tabela 4.16) que o valor do Fcalc é aproximadamente 3 vezes 

menor que o Ftab, dessa forma o modelo proposto é válido para a hidrólise 

enzimática do fígado suíno para a enzima NovoPro-D®, evidenciando que as 

razões proteína:água e enzima:proteína são significativos para o processo de 

hidrólise. A equação obtida pela análise estatística do modelo de regressão pelas 

variáveis codificadas é apresentada na Equação 4.2.  

 

GH (%) = 18,81 +7,26.(F1)+7,56.(F2)-0,51(F3)-1,1(F4) (Eq. 4.2) 

 

A partir da Equação 4.2, verifica-se que os termos lineares são 

representados pelo modelo de regressão com maior relevância para o GH. Além 

disso, o modelo pode representar 95,44% da variabilidade da resposta. Ademais, 
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evidencia-se que o volume de água e enzima adicionada no processo foi baixo, 

sendo industrialmente viável devido aos custos e viabilidade econômica do 

processo. 

 

A validação do modelo para a hidrólise da enzima NovoPro-D® por meio 

da ANOVA pode ser apresentada pelos gráficos de resíduos em função dos 

valores preditos pelo modelo de regressão e valores observados, além do gráfico 

da probabilidade normal dos resíduos, sendo estes apresentados na Figura 4.11.  
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(b) 
Figura 4.10 - Resultado estatístico do planejamento experimental DCCR para a hidrólise 

enzimática do fígado suíno para a enzima NovoPro-D® – (a) resíduos em função dos valores 
preditos e (b) valores observados por valores preditos 

 

Observa-se na Figura 4.10 (a) a distribuição dos resíduos apresenta-se 

de forma aleatória e próxima do zero para os valores preditos, assim assegura-

se que há um ajuste adequado do modelo de regressão e sem tendências 

durante a predição dos valores calculados. Enquanto que pela Figura 4.10 (b) 

verifica-se a ausência de valores discrepantes ou outliers, uma vez que os 

valores estão próximos da linha.  

As superfícies de resposta obtidas a partir da análise estatística dos 

resultados são apresentadas na Figura 4.11. 
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Figura 4.11 - Superfície de resposta para o grau de hidrólise do fígado suíno para a enzima 
NovoPro-D® 

 
A Figura 4.11 apresenta a superfície de reposta para a hidrólise 

enzimática com a enzima NovoPro-D® do fígado suíno com uma função das 

variáveis proteína:água e enzima:proteína. Observa-se o comportamento 

diretamente proporcional entre a variável resposta, assim fica evidente a 

linearidade do modelo. 

A Tabela 4.17 apresenta o grau de hidrólise do fígado suíno utilizando a 

enzima NovoPro-D® na condição ótima (20% de proteína:água e 1,5% de 

enzima:proteína) para a referida pesquisa e dados reportados na literatura. 

 

Tabela 4.17 - Grau de hidrólise do fígado suíno utilizando a NovoPro-D® e reportado na literatura 

Matéria-prima Enzima pH 
Temperatura 

(ºC) 

Tempo 

(h) 

Teor de 

Proteína (%) 

Grau de 

Hidrólise (%) 

Fígado suíno1 NovoPro-D ® 6,4 64 1 16,2 10,93 – 27,3 

Fígado suíno2 Papaina 6,5 50 6 -- 1,18 - 19,12 

Carcaça de3 

frango 
manualmente 

desossada 
(CMD) 

Papaína, 
Flavourzyme, 

Protamex 

6,5 
 

60  

  20,2-51,3 

1 Dados do autor;  2 Verma et al. (2017), 3Oliveira et al. (2015) 
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Para avaliar a enzima a Tabela 4.17 apresentada os valores de grau de 

hidrólise obtidos no presente estudo (10,93 – 27,3 %), não há estudos 

corroborados na literatura utilizando a NovoPro-D®, entretanto há estudos com 

fígado suíno para a enzima Papaína. Verificou-se que para o coproduto fígado 

suíno a enzima NovoPro-D®, apresentou-se mais eficiente para o grau de 

hidrólise quando comparado com a enzima Papaína, uma vez que em menor 

tempo obteve-se maior grau de hidrólise (1 h - 10,93 – 27,3 %) 

A Figura 4.12 apresenta o hidrolisado proteico do fígado suíno a partir da 

enzima NovoPro-D®. 

 

 

Figura 4.12 -  Hidrolisado proteico de fígado suíno a partir da enzima NovoPro-D®  
Fonte: próprio autor. 

 

4.3.2 Máxima resposta do Grau de hidrólise (GH) para o fígado suíno com 

enzima NovoPro-D® 

 

Baseados nos resultados da Tabela 3.4 realizou-se ensaios para avaliar 

condições otimizadas para a enzima NovoPro-D®. Os resultados estão dispostos 

na Figura 4.13 em que fixou proteína:água (20%) como condição ótima e variou-

se a enzima:proteína, a linha contínua indica a estabilização da reação cinética. 
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Figura 4.13 - Grau de hidrólise com a enzima NovoPro-D® fixando proteína:água e variando 

enzima:proteína em expresso em porcentagem (%) temperatura hidrólise 64ºC e pH 6,4 

 

Na Figura 4.13 foi possível identificar que a condição com 3,0% de 

enzima, proporcionou o maior grau de hidrólise, deste modo foi definido esta 

condição (3,0% de enzima) para avaliar a relação proteína:água para a 

realização da cinética. O aumento da concentração da enzima:proteína até 3% 

apresentou uma curva típica compatível com aumento do GH e sua estabilidade 

quando se aplicou a dosagem 6% de enzima:proteína, indicando que se atingiu 

o ponto de otimização do processo com a dosagem de 3%. A partir deste 

resultado (Figura 4.13). 

A partir da condição de enzima:proteína fixada em 3%, variou-se a relação 

proteína:água, conforme Figura 4.14. Se observa que o aumento do GH tem um 

comportamento em linha com o esperado de se concentrar o substrato que se 

estabiliza em 22% e se mantém nesta condição. Devido à limitações de agitação 

ao se trabalhar com altas concentrações, se adotou a condição de 22% para a 
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relação proteína:água para a realização dos testes de cinética.
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Figura 4.14 - Grau de hidrólise com a enzima NovoPro-D® fixando enzima:proteína e variando 
proteína:água em expresso em porcentagem (%) temperatura hidrólise 64ºC e pH 6,4 

 

Conforme elucidado nas Figuras 4.13 e 4.14, verifica-se que a variável 

enzima:proteína a 3,0% e a relação água:proteína de 22% apresentaram maior 

grau de hidrólise, obtendo assim a condição que proporciona a maior 

bioconversão do fígado suíno em hidrolisado proteico, e, portanto, esta foi a 

condição escolhida para desenvolver a cinética com a enzima NovoPro-D®.  

 

4.3.3 Cinética da hidrólise enzimática para o fígado suíno com enzima 

NovoPro-D® 

 

A cinética enzimática do fígado suíno foi realizada por um tempo de 10 

horas, empregando como condição para a hidrólise enzima:proteína 1,5% e 

água:proteína em 20%, a 64ºC, pH 6,4. Durante o tempo de processo hidrolítico 
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foram retiradas amostras e o grau de hidrólise foi determinado. O resultado da 

reação de hidrólise está apresentado na Figura 4.15.  
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Figura 4.15 - Grau de hidrólise obtido com a variação da relação proteína:água com a enzima 

NovoPro-D® 

 

Analisando-se a Figura 4.15, é possível verificar o comportamento do grau 

de hidrólise em relação ao tempo. Nota-se, que a curva cinética do processo de 

hidrólise com a enzima NovoPro-D®, durante o período avaliado (10 h), 

apresentou uma taxa inicial de reação alta (90 min), seguido de um aumento 

menos evidenciado até o final da reação. O melhor grau de hidrólise foi de 32% 

em 600 min, entretanto, verifica-se que a partir de 300 min (GH = 30%) até o final 

do processo (600 min, GH = 32%) a variação é muito pequena, não justificando 

a continuidade da reação devido ao elevado tempo necessário, para uma 

conversão de apenas 2%. Diante disso, verifica-se que o tempo adequado para 

uma aplicação industrial é de 250 a 300 min.  

Contudo, um tempo de hidrólise de 9 h (550 min) seria economicamente 

inviável para a indústria devido ao tempo do processo e às mudanças que podem 
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surgir no hidrolisado, como a degradação dos princípios bioativos e amargor 

(SHEN et al., 2012).  

 

4.3.4 Caracterização química elementar, de vitaminas e aminoácidos do 

hidrolisado proteico oriundo de fígado suíno com enzima NovoPro-D® 

 

Após a realização dos ensaios referentes ao planejamento experimental 

do tipo DCCR, fez-se a caracterização dos hidrolisados proteicos com a enzima 

NovoPro-D® na condição ótima, as quais estão apresentadas nas Tabelas 4.18, 

4.19, 4.20 e 4.21 

 

Tabela 4.18 - Composição química percentual para o hidrolisado proteico de fígado suíno com a 
enzima NovoPro-D® 

Componentes 
Hidrolisado proteico 

NovoPro-D® (1 h)  NovoPro-D® (4 h) 

Cinzas (%) 1,0 1,1 

Lipídeos (%) 2,0 3,0 

Proteína total (%) 16,2 17,1 

Umidade (%) 79,0 77,1 
Temperatura hidrólise: 64ºC 

pH: 6,4 

 

Tabela 4.19 - Conteúdo de vitaminas (mg 100g-1) para o hidrolisado proteico de fígado suíno 
com a enzima NovoPro-D® 

Vitaminas Unidade 

Hidrolisado proteico 

NovoPro-D®  
(1 h) (mg) 

NovoPro-D®  
(4 h) (mg) 

IDR 

A (Retinol) µg 100 g-1 5050 5180 800 

B1 (Tiamina) mg 100g-1 0,064 0,105 1,1 

B2 (Riboflavina) mg 100g-1 2,3 2,41 1,4 

B3 (Niacina) mg 100g-1 19 15 15 – 18 

B5 (Cálcio 
Pantotenato) 

mg 100g-1 
5 5,35 

4 – 7 

B8 (Biotina, Biacore) mg kg-1 0,245 0,268 30 – 100 

B9 (Folato, folacina) µg 100 g-1 95,8 71,7 400 

B12 (Cianocobalamina) µg 100 g-1 9,41 13,5 1 - 3 

Temperatura hidrólise: 64ºC 

pH: 6,4 
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Tabela 4.20 - Conteúdo de minerais para o hidrolisado proteico de fígado suíno com a enzima 
NovoPro-D® 

Elementos 
Nome 

estrutura 

Hidrolisado proteico 

NovoPro-D®  
(1 h) (mg) 

NovoPro-D® 
(4 h) (mg) 

IDR 

P Fósforo 6329,59 8481,96 800 – 1200 

K Potássio 5992,41 7784,59 3500 

Ca Cálcio 152,53 224,90 800 – 1200 

Cr Cromo < 2,26 2,09 0,05 – 0,02 

Mn Manganês 4,59 7,33 2 – 5 

Fe Ferro 528,38 562,92 15 

Cu Cobre 48,31 50,11 1,5 – 3 

Zn Zinco 214,67 248,97 12 – 15 

Se Selênio 0,92 1,17 0,05 – 0,07 

 

Tabela 4.21 - Composição média de aminoácidos para o hidrolisado proteico de fígado suíno 
com a enzima NovoPro-D® 

  Hidrolisado proteico 

Aminoácidos Essenciais (%) Sigla NovoPro-D® (1 h) NovoPro-D® (4 h) 

Histidina His 0,58 0,56 

Arginina Arg 0,77 0,84 

Treonina Thr 0,73 0,73 

Valina Val 1,03 1,04 

Metionina Met 0,38 0,37 

Isoleucina Ile 0,76 0,77 

Leucina Leu 1,53 1,55 

Fenilalanina Phe 0,82 0,83 

Lisina Lys 1,37 1,38 

Triptofano Trp 0,39 0,36 

Σ Aminoácidos essenciais  8,36 8,43 

Aminoácidos não essenciais (%) Sigla NovoPro-D® (1 h)  NovoPro-D® (4 h)  

Ácido Aspártico Asp 1,67 1,74 

Ácido Glutâmico Glu 2,18 2,20 

Serina Ser 0,75 0,73 

Glicina Gly 0,98 0,99 

Alanina Ala 0,99 1,01 

Prolina Pro 0,81 0,83 

Tirosina Tyr 0,56 0,57 

Cisteina Cys 0,31 0,33 

Σ Aminoácidos não essenciais  8,25 8,40 

Σ Aminoácidos  16,61 16,83 

% Aminoácidos essenciais  50,33 50,09 

Temperatura hidrólise: 64ºC 

pH: 6,4 
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Quanto aos resultados dos hidrolisados de fígado suíno utilizando a 

enzima NovoPro-D® com hidrólise de 1 e 4 horas apresentados nas Tabelas 

4.18, 4.19, 4.20 e 4.21, observa-se que os teores proteicos dos hidrolisados foram 

inferiores ao do fígado suíno in natura variando de (16,2 - 17,1%).  

É possível notar pela Tabela 4.18, que a quantidade de proteínas 

apresentou uma redução, entretanto esta não foi significativa. Apesar disso, o 

hidrolisado proteico de fígado suíno oriundo da enzima NovoPro-D®, atende à 

demanda das recomendações diárias estabelecidas pela FAO (1991). 

Di Bernardini (2011) obtiveram em seu estudo, utilizando fígado bovino, 

hidrolisado a partir da enzima termolisina que este subproduto pode ser utilizado 

como matéria-prima para a geração de peptídeos bioativos com atividades 

antioxidantes. 

Diante do exposto, é possível notar que o fígado suíno in natura e os 

produtos da hidrólise enzimática apresentam um valor considerável de proteínas 

e baixo valor de gordura. O que beneficia o processo industrial, uma vez que o 

baixo teor de gordura incide em menores quantidades de enzima para o 

processo hidrolítico, podendo ser utilizados a fim de obter novos produtos de 

elevada qualidade biológica, nutricional e valor agregado. 

 

4.4 Potencial para aplicação dos hidrolisados proteicos  

 

4.4.1 Eletroforese  

 

O perfil eletroforético pelo qual as proteínas são separadas baseia-se no 

tamanho referente aos padrões da massa molecular conhecidos (SIMPSON, 

2011). A Figura 4.16 apresenta o perfil proteico das amostras de fígado suíno e 

hidrolisado e o tamanho molecular formado para cada enzima Alcalase 2.4 L® e 

NovoPro-D®.  

Verificou-se que houve hidrólise em todas as amostras considerando a 

formação de peptídeos com baixo peso molecular (14 kDa), portanto ocorreu a 
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clivagem das ligações peptídicas. A distribuição dos peptídeos foi semelhante e 

compatível com a DH observado para as diferentes enzimas.  

A enzima Alcalase 2.4 L® apresentou uma banda considerável na faixa 

de 25 a 40 kDa, os resultados estão em concordância, com os dados reportados 

por Anwar & Saleemuddin (1998). Enquanto que para a enzima NovoPro-D® as 

faixas de 35 a 45 kDa foram mais densas.  

Estudos demostram que a enzima Alcalase 2.4 L® tem capacidade de 

produzir de peptídeos de baixo peso molecular quando há elevado grau de 

hidrólise (LALASIDIS et al., 1978; BENJAKUL & MORRISSEY, 1997; LIASET et 

al., 2000; ROSLAN et al., 2015). este comportamento também foi observado para 

a enzima NovoPro-D®. 

Ademais, as distribuições dos peptídeos foram semelhantes para ambas 

as enzimas e compatíveis com o grau de hidrólise. Ainda, é possível afirmar que 

houve formação de peptídeos bioativos, uma vez que a sua ocorrência se dá 

quando existem frações peptídicas de baixo peso molecular.  

 

 
Figura 4.16 - Distribuição de peso molecular, faixa 1: controle, faixa 2: NovoPro-D® em 1 h, 

faixa 3: NovoPro-D® em 4 h, faixa 4: Alcalase 2.4 L® em 1 h e faixa 5: Alcalase 2.4 L® em 4 h 
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 Ryder et al. (2016) investigaram o desempenho de cinco preparados de 

protease microbiana comercialmente disponíveis e averiguaram sua capacidade 

de produzir peptídeos bioativos, a partir de extratos de proteína miofibrilar e de 

tecido conjuntivo de carne hidrolisada oriundos da indústria. Os autores 

utilizaram a eletroforese para comparar a distribuição de massa molecular em 

diferentes condições de processo: com e sem hidrólise enzimática e tempo de 

hidrólise. Observaram que a formação dos peptídeos está associada a atividade 

antioxidante para ambas fontes proteicas, identificando nos maiores graus de 

hidrólise, elevada atividade antioxidante. 

Aleman et al. (2011) verificaram a distribuição do peso molecular por 

eletroforese para hidrolisados de lula (Dosidicus gigas) empregando as 

proteases Rotamex, Tripsina, Neutrase, Savinase, NS37005, Esperase e 

Alcalase 2.4 L®. As faixas de perfis peptídicos revelaram diferenças 

consideráveis no grau de degradação das proteínas dependendo da enzima 

aplicada. Os hidrolisados com enzimas Alcalase 2.4 L®, Neutrase e Esperase 

apresentaram níveis elevados de peptídeos com peso molecular abaixo de 

14 kDa, enquanto que hidrolisados com enzima Trypsine exibiram peptídeos 

com peso molecular acima de 14 kDa.  

 Abeyrathne et al. (2016) avaliaram a eletroforese para identificar a 

distribuição de massa molecular em diferentes condições de processo para a 

hidrólise enzimática de ovomucina, utilizando as proteases Alcalase 2.4 L® e 

Papaína. A faixa de peso molecular encontrada foi de 150 a 23000 Da. O número 

e o tamanho dos peptídeos encontrados foram relacionados as funcionalidades 

presentes nos hidrolisados. A enzima Alcalase 2.4 L® a 1% por 3 h foi a que 

conseguiu hidrolisar a ovomucina quase por completo, produzindo monômeros 

de aminoácidos e peptídeos com peso molecular menores de 700 Da. 

 

4.4.2 Propriedades funcionais dos hidrolisados de fígado suíno 

 

As propriedades funcionais foram avaliadas para os hidrolisados proteicos 

produzido com 1 e 4 h de hidrólise, para ambas as enzimas Alcalase 2.4 L® e 

NovoPro-D®. As Tabelas 4.22 e 4.23 apresentam estes resultados. 
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Tabela 4.22 – Propriedades funcionais do hidrolisado proteico de fígado suíno com a enzima 
Alcalase 2.4 L®, temperatura 64ºC, pH 6,4, em 1 h e 4 h 

Propriedades funcionais 
Hidrolisado proteico 

Alcalase 2.4 L® (1 h) Alcalase 2.4 L® (4 h) 

Capacidade de absorção de água (%)* 202,2 ± 12,9 145,9 ± 12,1 

Capacidade de absorção de óleo (%) 197,3 ± 10,2 179,3 ± 5,5 

Capacidade emulsificante (%) 37,0 ± 2,3 49,8 ± 2,9 

Estabilidade da emulsão (%) 51,6 ± 3,1 43,4 ± 4,8 

Capacidade espumante (%) 17,5 ± 2,5 37,8 ± 3,8 

Estabilidade da espuma (%) 11,4 ± 1,0 33,8 ± 5,4 

* Base seca. 

 

Tabela 4.23 – Propriedades funcionais do hidrolisado proteico de fígado suíno com a enzima 
NovoPro-D®, temperatura 64ºC, pH 6,4, em 1 h e 4 h 

Propriedades funcionais 
Hidrolisado proteico 

NovoPro-D® (1 h) NovoPro-D® (4 h) 

Capacidade de absorção de água (%)* 203,8 ± 26,7 135,6 ± 1,6  

Capacidade de absorção de óleo (%) 219,0 ± 7,7  161,7 ± 9,1  

Capacidade emulsificante (%) 42,1 ± 1,3 45,9 ± 4,6 

Estabilidade da emulsão (%) 51,00 ± 0,3 47,9 ± 5,3 

Capacidade espumante (%) 17,7 ± 2,3 50,7 ± 1,2 

Estabilidade da espuma (%) 28,5 ± 0,2 60,7 ± 1,2 

* Base seca. 

 

Analisando a Tabela 4.22, o hidrolisado com enzima Alcalase 2.4 L® no 

tempo de 1 h apresentou elevada capacidade de absorção de água seguido de 

óleo, 202,2 e 197,3%, respectivamente. Enquanto, a estabilidade de espuma foi 

a que demostrou menor ordem tanto na hidrólise com 1h e 4h. Já para os 

hidrolisados empregando a enzima NovoPro-D® (Tabela 4.23), a capacidade de 

absorção de óleo foi maior que a de água, 219,0 e 203,8%, respectivamente no 

tempo de hidrólise de 1 h.  

As funcionalidades de capacidade de absorção de água e absorção de 

óleo são relevantes na indústria alimentícia. A capacidade de absorção de água, 

por exemplo, contribui para dar corpo e aumentar a viscosidade (CÂNDIDO et 

al., 1998). Enquanto, a capacidade de absorção de óleo influencia no sabor e, 

ainda, tem papel importante para produtos cárneos emulsionados (ZAVAREZE 

et al., 2009). Ademais, a capacidade de absorção de óleo varia de acordo com 
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o número de grupos hidrofóbicos expostos da proteína, pois, as cadeias laterais 

não polares das proteínas possuem afinidade com as cadeias hidrofóbicas da 

molécula de gordura, o que por sua vez, contribui para a absorção de gordura 

(DONADEL & PRUDÊNCIO-FERREIRA, 1999). 

  De acordo com Tavano (2013) as enzimas proteases apresentam um 

grande faixa de variáveis e especificidades. Quando aplicadas de forma 

adequada em fonte proteica a ser hidrolisada, torna-se uma importante 

ferramenta para obtenção e/ou modificação das propriedades funcionais das 

proteínas em sistemas alimentares, incluindo mudanças na solubilidade, 

gelatinização, emulsificação, sabor e formação de espuma. Ademais, 

transformando ou liberando peptídeos bioativos para o hidrolisado. 

Para Rosa et al. (2018) o hidrolisado de soro de leite com Alcalase 2.4 L® 

e NovoPro-D®, apresentou propriedades bioativas e funcionais como 

capacidade e estabilidade emulsificante devido a formação de peptídeos. Este 

cenário, dispõe de potencial de aplicação de coprodutos lácteas, visando 

interesse para as indústrias de alimentos e nutracêuticas. 

Na pesquisa desenvolvida por Amagliani et al. (2019) compararam a 

proteína hidrolisada de arroz com fontes proteicas comerciais empregadas como 

ingredientes funcionais. Os resultados obtidos pelos autores, demostraram um 

aumento das propriedades funcionais do hidrolisado em relação as fontes 

proteicas comerciais, sendo as funcionalidades, formação e estabilidade de 

espuma e solubilidade, as que apresentaram os melhores valores. Os autores 

concluíram que os hidrolisados de arroz podem ser incluídos em ingredientes 

funcionais, e assim, ofertando ao mercado novas opções para formulações de 

alimentos, como as de bebidas esportivas e nutricionais, entéricas e produtos de 

nutrição, fórmulas infantis, sopas, molhos, temperos para saladas, coberturas 

chantilly e creamers de café. 

Nessa perspectiva, verifica-se que matéria-prima fígado suíno, 

geralmente subutilizada para a produção de farinhas e óleos para nutrição animal 

e ou produção de compostos agrícolas, produtos de baixo valor de mercado, 

quando convertida por processo de hidrólise apresenta maior potencial de 
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aplicação, em diversos segmentos e com valor comercial considerável 

(FERREIRA et al., 2018). 

 

4.4.3 Comportamento reológico 

 

Os hidrolisados proteicos de fígado suíno obtidos pela ação das enzimas 

Alcalase 2.4 L® e NovoPro-D®, no tempo de 4 h (condição ótima) foram 

avaliados quando ao seu comportamento reológico, viscosidade aparente e 

tensão de cisalhamento nas temperaturas de 20, 35, 50 e 65 °C conforme 

demonstram as Figuras 4.17 e 4.18.  
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Figura 4.17 – Reograma da viscosidade vs taxa de cisalhamento do hidrolisado proteico de 

fígado suíno com a enzima Alcalase 2.4 L® nas temperaturas de 20, 35, 50 e 65 °C 
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Figura 4.18 – Reograma da viscosidade vs taxa de cisalhamento do hidrolisado proteico de 

fígado suíno com a enzima NovoPro-D® nas temperaturas de 20, 35, 50 e 65 °C 

 

Verifica-se (Figuras 4.18 e 4.19) que o comportamento reológico se 

apresentou não-newtoniano, caracterizado por ser pseudoplástico, no qual a 

viscosidade aparente diminuiu com a taxa de cisalhamento. Ainda, na 

temperatura de 20ºC tem-se que comportamento reológico para ambos os 

hidrolisados é dependente do tempo, isto pode ser verificado pelo sistema de 

histerese entre a curva ascendente e descendente. Outrossim, nas temperaturas 

de 35, 50 e 65ºC este estímulo (histerese) não foi detectado. A viscosidade 

aparente das amostras hidrolisadas não apresentaram variação significativa na 

faixa de 35 a 60ºC. 

As Figuras 4.19 e 4.20 apresentam o perfil reograma da tensão de 

cisalhamento versus a taxa de cisalhamento dos hidrolisado proteicos com as 

enzimas Alcalase 2.4 L® e NovoPro-D® nas temperaturas de 20, 35, 50 e 65 °C. 

Tem-se que a viscosidade aumentou com o acréscimo na taxa de cisalhamento, 

destacando-se na temperatura de 20ºC. Para as temperaturas de 35, 50 e 65ºC, 

a tensão de cisalhamento sofreu baixa influência da taxa de cisalhamento. 
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Figura 4.19 – Reograma da tensão de cisalhamento vs taxa de cisalhamento do hidrolisado 
proteico de fígado suíno com a enzima Alcalase 2.4 L® nas temperaturas de 20, 35, 50 e 65 °C 

 

 

Figura 4.20 – Reograma da tensão de cisalhamento vs taxa de cisalhamento do hidrolisado 
proteico de fígado suíno com a enzima NovoPro-D® nas temperaturas de 20, 35, 50 e 65 °C 
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De um modo geral, a enzima NovoPro-D® produziu hidrolisados proteicos 

de fígado suíno menos viscosos, embora os dados numéricos da viscosidade 

aparente sejam comparáveis aos tratamentos com o uso de um spindle com 

maior área de contato (SC4-25). Indicando que o hidrolisado proveniente da  

ação da enzima NovoPro-D® apresentou menor viscosidade em relação a 

Alcalase 2.4 L® com spindle SC4-34, uma vez que os torques se encontravam 

no intervalo de 1 a 10%, havendo a necessidade de se empregar spindles com 

maior ou menor área de contato com a amostra para os hidrolisados da enzima 

Alcalase 2.4 L®. 

De acordo com estudos realizados por Zou et al. (2017) em que avaliaram 

a reologia da proteína isolada de fígado de pato por meio de extração 

convencional e extração assistida por ultrassom. Os autores observaram que 

para os dois modos de extração houve um comportamento de diminuição da 

viscosidade aparente com a taxa de cisalhamento. A diminuição da viscosidade 

da solução pode ser atribuída à redução no tamanho das partículas e na carga 

superficial. Além disso, o comportamento do fluxo das dispersões de proteínas 

pode ser atribuído a sua composição, assim como pela forma molecular, 

tamanho e, ainda, carga das proteínas (ARZENI et al., 2012). 

Estas características de reologia permitem aplicações em diferentes 

condições, como em embutidos cárneos em que a textura ou consistência do 

produto pode ser ajustado conforme a necessidade de aplicação e ou consumo. 

 

4.4.5 Distribuição da massa molecular dos peptídeos dos hidrolisados de 

fígado suíno 

 

Os hidrolisados proteicos de fígado suíno obtidos pela reação proteolítica 

das enzimas Alcalase 2.4 L® e NovoPro-D®, no tempo de 1 h (notoriamente 

aplicado em escala industrial) e 4 h (condição ótima definida neste estudo), 

temperatura de hidrólise de 64ºC e pH de 6,4, foram avaliados em relação a 

distribuição da massa molecular dos peptídeos, conforme apresentados nas 

Tabelas 4.24 e 4.25, e Figura 4.21. 
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Tabela 4.24 – Distribuição da massa molecular dos peptídeos do hidrolisado proteico de fígado 
suíno com a enzima Alcalase 2.4 L® em 1 h e 4 h 

Massa molecular (Da) 

Alcalase 2.4 L® (1 h) Alcalase 2.4 L® (4 h) 

% Por faixa % Abaixo da 
faixa 

% Por faixa % Abaixo da 
faixa 

8000 a 9000 0 100 0 100 

7000 a 8000 0 100 0 100 

6000 a 7000 0 100 0 100 

5000 a 6000 0 100 0 100 

4000 a 5000 0,7 99,3 0 100 

3000 a 4000 8,1 91,2 7,8 98,0 

2000 a 3000 15,1 83,1 8,1 91,2 

1000 a 2000 21,4 68,0 15,2 83,1 

500 a 1000 24,5 46,6 34,6 67,9 

Abaixo de 500 22,1 22,1 33,3 33,3 
Temperatura hidrólise: 64ºC 

pH: 6,4 

 
Tabela 4.25 – Distribuição da massa molecular dos peptídeos do hidrolisado proteico de fígado 
suíno com a enzima NovoPro-D® em 1 h e 4 h 

Massa molecular (Da) 

NovoPro-D® (1 h) NovoPro-D® (4 h) 

% Por faixa % Abaixo da 
faixa 

% Por faixa % Abaixo da 
faixa 

8000 a 9000 0 100 0 100 
7000 a 8000 0,3 99,7 0 100 
6000 a 7000 0,5 99,2 0 100 
5000 a 6000 1,1 98,7 0 100 
4000 a 5000 7,8 97,6 0 100 
3000 a 4000 7,9 89,8 0 100 
2000 a 3000 5,9 81,9 0 100 
1000 a 2000 8,7 76,0 6,2 97,3 
500 a 1000 27,9 67,3 8,4 90,7 

Abaixo de 500 39,4 39,4 82,3 82,3 
Temperatura hidrólise: 64ºC 

pH: 6,4 
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Figura 4.21 – Distribuição da massa molecular dos peptídeos do hidrolisado proteico de fígado 
suíno com as enzimas Alcalase 2.4 L® e NovoPro-D® em 1 h e 4 h, temperatura de hidrólise 

de 64ºC e pH 6,4, respectivamente 

 

De acordo com análise da distribuição de massas dos peptídeos, Tabelas 

4.24 e 4.25, e Figura 4.21, as reação proteolítica com as enzimas 

Alcalase 2.4 L® e NovoPro-D®, quando submetidas a um maior tempo de 

hidrólise (4 h), tem-se uma elevação na quantidade de cadeias de peptídeos de 

baixo peso molecular e aminoácidos livres formados. De acordo com 

Lunelli (2015) um maior tempo de hidrólise fornece maior proporção de 

peptídeos de cadeias curtas e aminoácidos livres, este comportamento foi 

observado neste estudo empregando as enzimas Pepsina, Neutrase e Papaína 

em subproduto cabeça de tilápia.  

Ao observamos a Figura 4.21, enzima Alcalase 2.4 L®, têm-se que a 

obtenção de peptídeos de baixo peso molecular para 1 h de hidrólise foi de 

5 kDa, e para 4 h, 4 kDa. Enquanto, para a enzima NovoPro-D®, 100% dos 

peptídeos formados está abaixo de 8kDa para o hidrolisado com 1 h de reação, 

já o hidrolisado com 4 h a formação de peptídeos ficou abaixo de 3kDa. Desta 

forma, é possível concluir que em termos de tempo de hidrólise e enzima, o 
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tempo de 4 h e a NovoPro-D® apresentaram-se como melhores para a formação 

de peptídeos bioativos. 

No estudo de Siow et al. (2013) avaliaram a formação de peptídeos 

bioativos antioxidantes e anti-hipertensivos a partir da semente de Parkia 

speciosa com a enzima Alcalase. Na condição de hidrólise a 50ºC, relação 

substrato:enzima a 50% por 2 h, exibiu a maior atividade de eliminação de 

radicais DPPH (2,9 mg GAE g-1), reduzindo o poder (11,7 mM) de atividade 

inibidora da ECA (80,2%), com bioatividades mais fortes para fracionamento 

peptídico <10 kDa. Os autores, sugeriram aplicações para os peptídeos bioativos 

nas indústrias nutracêuticas e alimentícias.  

Há inúmeras aplicações para os hidrolisados proteicos as quais são 

estabelecidas em virtude do peso molecular dos peptídeos. Sendo assim, 

peptídeos com peso molecular entre 5 e 20 kDa são comumente utilizados como 

fonte de nitrogênio, em alimentos para fins especiais e, também, para 

suplementos alimentares para adultos. Enquanto, os peptídeos com peso 

molecular menor que 5 kDa, os quais são resultantes de processo hidrolíticos 

com grau de hidrólise elevados, são empregados em formulações 

hipoalergênicas (MAHMOUD, 1994).  

Nesse sentido, os peptídeos formados pelos hidrolisados podem ser 

empregados na indústria de alimentos e nutracêuticos. Pois segundo 

Pogorzelska-Nowicka et al. (2018) a matéria-prima carne e seus derivados são 

fontes apreciáveis de compostos bioativos com efeitos positivos para a saúde 

humana devido a presença de vitaminas, minerais, peptídeos ou ácidos graxos.  

 

4.4.6 Determinação de atividades biológicas formadas nos hidrolisados de 

fígado suíno 

 

4.4.6.1 Atividade anti-hipertensiva 

 

A atividade anti-hipertensiva dos hidrolisados e do fígado suíno in natura 

foram determinadas pelo método de inibição da atividade enzimática da ECA 

(enzima conversora de angiotensina), os resultados são apresentados na Tabela 

4.26. 
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Tabela 4.26 - Propriedades anti-hipertensivas do fígado suíno in natura e dos hidrolisados 
proteicos com as enzimas Alcalase 2.4 L® e NovoPro-D® em 1 h e 4 h, temperatura hidrólise 
64ºC e pH 6,4 

Amostras 
Atividade anti-hipertensiva (inibição % da ECA) 

0,10 mg mL-1 0,25 g mL-1 0,50 mg mL-1 

Fígado suíno in natura 36,02 ± 2,74c 70,28 ± 8,54a, b 67,55 ± 4,05b, c 

Alcalase 2.4 L® (1 h) 41,81 ± 8,74b, c 59,77 ± 10,53b 63,98 ± 9,09b, c 

Alcalase 2.4 L® (4 h) 51,98 ± 5,29b 52,20 ± 8,70b 55,66 ± 8,67c 

NovoPro-D® (1 h) 48,77 ± 4,89b, c 61,88 ± 2,88b 70,22 ± 8,07a, b 

NovoPro-D® (4 h) 51,68 ± 6,93b 57,87 ± 6,70b 52,41 ± 13,75c 

Os resultados estão expressos como a média (n=3)±desvio padrão. Letras diferentes na mesma 
coluna indicam que o resultado é significativamente diferente (p<0,05). 

 

Os resultados para atividade anti-hipertensiva (Tabela 4.26) demonstram 

que, a hidrólise enzimática das proteínas de fígado suíno aumentou a 

capacidade de inibição da ECA (%), quando as amostras foram avaliadas na 

concentração de 0,10 mg mL-1. No entanto, em concentrações superiores (0,25 

e 0,50 mg mL-1), os hidrolisados apresentaram capacidade similar ou inferior à 

amostra não hidrolisada (fígado suíno in natura). 

 Os fígados de suíno hidrolisados por ambas as enzimas apresentaram a 

presença de bioatividade anti-hipertensiva. A enzima NovoPro-D®, apresentou 

um nível maior de peptídeos com bioatividade pelos resultados encontrados.  

 As variações de valores resultantes dos produtos hidrolisados estão 

próximos ao da matéria-prima no estado in natura, sugere ser devido ao produto 

in natura já possuir a característica de capacidade anti-hipertensiva antes da 

hidrólise, e que foi mantida em valores próximos. 

Conforme esta mesma (Tabela 4.26) o aumento do GH para a 

concentração de 0,10 mg mL-1 foi acompanhado pelo aumento da capacidade 

anti-hipertensiva e em concentrações maiores, o aumento do GH indicou uma 

redução da capacidade hipertensiva. 

A presença de atividade anti-hipertensiva no fígado in natura é uma 

característica natural do produto e o processo de hidrólise é uma opção viável 

para o seu processamento sem perda desta bioatividade pois o fígado 

hidrolisado apresenta níveis estáveis e preservados após o processo e apta para 
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o consumo, observando porém que é de baixo ou nenhum impacto para o 

aumento em relação ao produto in natura. 

Ambas as enzimas tiveram comportamento semelhante sem diferença 

estatística independentemente do método e tempo de hidrólise sendo, portanto, 

indiferente a enzima utilizada neste experimento para obtenção da bioatividade 

anti-hipertensiva.   

Os peptídeos presentes em produtos cárneos provaram efeitos benéficos 

na saúde, devido a existência de diferentes bioatividades, incluindo atividades 

anti-hipertensivas, antioxidantes, antidiabéticas, antimicrobiana, 

anticancerígenas (UDENIGWE et al., 2012).  

Segundo Albenzio et al. (2017), os peptídeos bioativos de produtos 

cárneos mais extensamente estudados são a enzima conversora de 

angiotensina I (ACE-I), provavelmente devido à sua implicação na regulação da 

pressão sanguínea. Portanto, a inibição da (ACE) pode estar ligada à prevenção 

de doenças cardiovasculares (AHMED et al., 2010). 

No estudo realizado por Escedero et al. (2010), utilizando proteases de 

pepsina e pancreatina, isolaram in vitro vinte e dois peptídeos (ACE-I) em carne 

de suíno. A maior atividade anti-hipertensiva foi observada nas sequências de 

peptídeos KAPVA e PTPVP. Posteriormente, os mesmos autores (ESCUDERO 

et al., 2012), investigaram in vivo, a bioatividade de KAPVA e PTPVP e RPR em 

ratos e encontraram uma grande diminuição da pressão sanguínea após 8 horas 

de administração oral destes bioativos. 

De acordo com Lucas et al. (2020) diversas variedades de insetos como 

matéria-prima e utilizaram as enzimas α-amilase, Pepsina, Pancreatina, 

Alcalase, Termosisina e R-chymotrypsin, obtiveram peptídeos com atividade 

anti- hipertensiva. 

Na pesquisa desenvolvida por Roslan et al. (2014) empregaram 

subproduto de Tilápia e utilizaram a enzima Alcalase para a realização da 

hidrólise enzimática. Os resultados evidenciaram a presença de peptídeos com 

bioatividade anti-hipertensiva. 
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Segundo estudos realizados por Abeyrathne et al. (2015) em que 

utilizaram ovomucina, glicoproteína sulfatada, e as enzimas Pepsina, Tripsina, 

Papaína e Alcalase 2.4 L® para a obtenção de hidrolisados proteicos e o 

resultado. Os autores concluíram a presença de peptídeos com bioatividade anti-

hipertensiva. 

 

4.4.6.2 Atividade antioxidante 

 

Pelos resultados apresentados na Figura 4.21, foi identificado presença 

de peptídeos de baixa massa molecular e compatível com as faixas onde se 

encontra as atividades biológicas e presentes para o fígado suíno in natura e nos 

hidrolisados de fígado para ambas as enzimas, para as condições hidrolíticas no 

tempo de 1 h e 4 h. As propriedades antioxidantes foram determinadas pelos 

métodos ABTS, DPPH e FRAP, os resultados estão demostrados na Tabela 

4.27.  

 

Tabela 4.27 - Propriedades antioxidantes do fígado suíno in natura e dos hidrolisados proteicos 
com as enzimas Alcalase 2.4 L® e NovoPro-D® em 1 h e 4 h, temperatura hidrólise 64ºC e pH 
6,4 

Amostras 
Atividade antioxidante (µmol de TE g-1amostra) 

ABTS DPPH FRAP 

Fígado suíno in natura 13,67 ± 2,62e 4,33 ± 0,52c 2,99 ± 0,33d 

Alcalase 2.4 L® (1 h) 43,02 ± 0,54c 15,64 ± 3,33a, b 23,18 ± 0,98b 

Alcalase 2.4 L® (4 h) 55,18 ± 1,93a 20,18 ± 2,92a 37,65 ± 1,04a 

NovoPro-D® (1 h) 42,66 ± 0,63c 10,07 ± 0,64b 15,44 ± 1,25c 

NovoPro-D® (4 h) 50,45 ± 1,67b 14,38 ± 2,38b 25,01 ± 1,42b 

Os resultados estão expressos como a média (n=3)±desvio padrão. Letras diferentes na mesma 
coluna indicam que o resultado é significativamente diferente (p<0,05). 

 

Observa-se (Tabela 4.27) que independentemente do método utilizado 

para determinar as propriedades antioxidantes das amostras de hidrolisados, 

enzimas e tempos avaliados, verifica-se que a hidrólise do fígado suíno é 

positiva, e melhora (disponibiliza) as propriedades antioxidantes das proteínas 

presentes na matéria-prima fígado. 

Ainda, Tabela (4.27), é possível constatar que o tempo de hidrólise, 

indiferente da enzima utilizado no processo hidrolítico, melhora a atividade 
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antioxidante do hidrolisado, este fenômeno ocorre, independentemente do 

método analítico utilizado para a quantificação. 

No estudo desenvolvido por Iwaniak et al. (2016), evidenciaram que os 

peptídeos de 3 a 16 aminoácidos tem maior atividade antioxidante que os 

peptídeos de maior cadeia, compatível com os resultados apresentados na 

Tabela (4.27) visto que quanto maior o GH maior será a presença da bioatividade 

de antioxidante. 

Ao avaliarmos o potencial antioxidante (Tabela 4.27) frente as enzimas 

utilizadas no processo de hidrólise do fígado suíno, verifica-se que a Alcalase 

2.4 L® foi a que demostrou maior efeito para a atividade antioxidante. 

Ao compararmos o potencial antioxidante (Tabela 4.27) do fígado suíno 

in natura com os hidrolisados obtidos com a enzima Alcalase 2.4 L®, método 

ABTS, tem-se que, após 1 e 4 h de hidrólise, houve elevação do potencial de 

215 e 304%, respectivamente, na atividade antioxidante frente a matéria-prima 

in natura. Enquanto os hidrolisados proteicos de fígado suíno com a 

NovoPro- D®, após 1 e 4 h apresentaram aumentos de 212 e 269% na atividade 

antioxidante, respectivamente, em comparação com o fígado (in natura).  

Para as atividades antioxidantes avaliadas pelos métodos DPPH e FRAP, 

a hidrólise enzimática também afetou positivamente as propriedades biológicas 

das proteínas de fígado. Nesse caso, ficou evidente que a hidrólise utilizando a 

enzima Alcalase 2.4 L® durante 4h foi o processo hidrolítico mais adequado para 

obter hidrolisados com maiores atividades antioxidantes, apresentando 

aumentos de 3 e 11 vezes, na capacidade de inibição de radicais DPPH e 

capacidade de redução do íon ferro, FRAP, respectivamente, em relação à 

amostra de proteínas de fígado não hidrolisada (in natura). 

Em todos os métodos e tempos de hidrólise analisados, a enzima Alcalase 

2.4 L®, se manteve sempre superior à enzima NovoPro- D®, para a formação 

da bioatividade antioxidante, sendo conforme estudo, mais indicada para esta 

finalidade.  

Também se observa neste estudo que um maior GH favoreceu ao 

aumento da formação de bioatividade anti-oxidante. 
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Estudos de Bechaux et al. (2019) relataram que a bioatividade 

antioxidante, conforme o banco de dados BIOPEP, é a segunda mais 

identificada, com 622 sequências reportadas de um total de 3786 sequências 

identificadas.  

Em trabalhos realizados por Verma et al. (2017) empregaram fígado suíno 

para a obtenção de hidrolisados proteicos com a utilização da enzima Alcalase 

2.4 L® com o intuito de pesquisar a bioatividade. O resultado encontrado foi a 

presença de peptídeo com atividade antioxidante. 

Em outro estudo os mesmos autores Verma et al. (2018) analisaram 

hidrolisados obtidos de sangue suíno, utilizando as enzimas Alcalase, Tripsina e 

Papaína, avaliaram a influência do tempo e GH em diferentes pH´s. Os 

resultados identificaram que com o aumento do GH há o aumento da atividade 

anti-oxidante. 

Os resultados obtidos por Chen et al. (2019), na hidrólise enzimática de 

plasma suíno utilizando a enzima Alcalase 2.4 L®, também identificaram a 

presença de peptídeos com atividade antioxidante. 

Pesquisa realizadas por Chakka et al. (2015) investigaram a formação de 

peptídeos antioxidantes utilizando o processo de fermentação e hidrólise 

enzimático, empregando a enzima Alcalase 2.5 L e identificaram a formação 

desta bioatividade.  

 

4.4.6.3 Atividade antidiabética 

 

A atividade antidiabética das amostras hidrolisadas e do fígado suíno 

in natura foi determinada em função da inibição da atividade das enzimas α-

amilase e α-glicosidase, os resultados estão apresentados na Tabela 4.28. 
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Tabela 4.28 - Propriedades antidiabéticas do fígado suíno in natura e dos hidrolisados proteicos 
com as enzimas Alcalase 2.4 L® e NovoPro-D® em 1 h e 4 h, temperatura hidrólise 64ºC e pH 
6,4 

Amostras 
Inibição (%) da atividade de α-amilase 

5 mg mL-1 10 mg mL-1 

Fígado suíno in natura 33,02 ± 6,76a,b 37,04 ± 4,92c 

Alcalase 2.4 L® (1 h) 33,49 ± 8,52a,b 59,00 ± 3,59b 

Alcalase 2.4 L® (4 h) 28,33 ± 8,46a,b 48,49 ± 6,11b,c 

NovoPro-D® (1 h) 26,81 ± 12,07a,b 39,39 ± 7,56c 

NovoPro-D® (4 h) 20,31 ± 6,48b 35,58 ± 6,39c 

Amostras 
Inibição (%) da atividade de α-glicosidase 

5 mg mL-1 10 mg mL-1 

Fígado suíno in natura 20,16 ± 1,25a 26,21 ± 0,78a 

Alcalase 2.4 L® (1 h) 20,79 ± 2,83a 24,83 ± 1,50a 

Alcalase 2.4 L® (4 h) 18,30 ± 1,69a 21,10 ± 2,88a 

NovoPro-D® (1 h) 18,45 ± 2,35a 27,01 ± 4,54a 

NovoPro-D® (4 h) 21,58 ± 2,74a 25,34 ± 0,70a 

Os resultados estão expressos como a média (n=3)±desvio padrão. Letras diferentes na mesma 
coluna indicam que o resultado é significativamente diferente (p<0,05). 

 

Os resultados em função da concentração de amostra para inibição da 

atividade de α-amilase (Tabela 4.28), apresentaram distintos entre as atividades. 

Na concentração de 5 mg mL-1, os hidrolisados proteicos apresentaram 

capacidade de inibição da atividade de α- amilase, similar ou inferior ao fígado 

suíno in natura (não hidrolisado). Entretanto, esta capacidade foi maior com o 

aumento da concentração da amostra de hidrolisado proteico (10 mg mL- 1). O 

melhor resultado foi para o hidrolisado de fígado utilizando a enzima 

Alcalase 2.4 L® após uma 1h de hidrólise, a inibição foi de 59% (Tabela 4.28), 

enquanto que o fígado in natura na concentração de 10 mg mL- 1 obteve inibição 

máxima de 37,04%.  

Para atividade de α-glicosidase, os níveis de inibição foram inferiores aos 

observados para α-amilase e não apresentaram diferença significativa (p< 0,05) 

quando comparadas as amostras hidrolisadas e in natura, independente da 

concentração de amostra. Nota-se também, que o aumento na concentração das 

amostras resulta em um pequeno aumento na capacidade de inibição 

enzimática. O valor máximo de redução na atividade de α-glicosidase foi 

detectado para a amostra de proteína de fígado hidrolisada com NovoPro-D®, 
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durante 1 h, atingindo 27,01% na concentração de 10 mg mL-1, mas, sem 

diferença significativa para as demais amostras avaliadas na mesma 

concentração (Tabela 4.28). 

Para inibição da atividade de α-amilase a enzima Alcalase 2.4 L® teve um 

desempenho melhor que a enzima NovoPro-D®, sendo que o aumento do GH 

tendeu a uma redução da bioatividade. 

Para a inibição da atividade α-glicosidase,, ambas as enzimas foram 

semelhantes estatiscamente e o aumento do GH se apresentou sem diferença 

estatística para obtenção desta bioatividade. 
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4.5 Considerações finais e potencial de aplicação do hidrolisado de fígado 

suíno 

 

O fígado suíno é uma matéria prima que tem variáveis de processo que 

foram otimizadas e tornam sua aplicação possível em escala industrial, por 

apresentar parâmetros compatíveis com os indicados pelos fabricantes de 

enzima e dentro de faixas de aplicações brandas considerando temperatura e 

pH. 

Outro ponto importante para destacar, a manutenção dos níveis de 

vitaminas e minerais, comprovando a condição favorável de se preservar as 

condições naturalmente encontradas no fígado in natura. 

Na distribuição de massa molecular, se observa que o produto se encontra 

em faixas inferiores a 10.000 Da, e na maior parte, mais de 90%, abaixo de 3.000 

Da sendo um produto para aplicação como hipoalergênico e que atualmente já 

tem um grande mercado na indústria PET, onde já é um produto produzido em 

escala industrial e com potencial para ser utilizado para outros espécies e 

aplicações na área.  

Os produtos obtidos, apresentam diversas características de 

funcionalidade, sendo que a capacidade de absorção de água e óleo 

apresentaram resultados de maior potencial, para as duas enzimas empregadas. 

Também apresentaram características como capacidade emulsificante e de 

estabilidade de emulsão. Estas características são desejáveis para diversos 

segmentos da indústria alimentícia, onde além de base proteica, auxilia na 

formulação, estabilidade e homogeneização dos diversos ingredientes das 

formulações.  

Em relação à bioatividades, se observou que a bioatividade anti-oxidante, 

apresentou o maior potencial de aplicação para o hidrolisado de fígado suíno. A 

enzima Alcalase 2.4 L® teve um melhor desempenho assim como um maior GH 

impactou positivamente no aumento desta bioatividade. Esta performance do 

produto, possibilita o uso em formulação de alimentos com finalidade 

nutracêutica e se pode aplicar para vários públicos alvos, como atletas, 
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convalescentes e mesmo para compor a base nutricional de uma alimentação 

saudável, seja para alimentação para humanos como para animais. 
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CAPÍTULO 5 – CONCLUSÕES 

 

 

O fígado suíno apresenta potencial para utilização no desenvolvimento de 

novos produtos alimentares e nutracêuticos, devido sua composição ser formada 

por vitaminas, minerais e elevado teor de proteínas, contemplando todos os 

aminoácidos essenciais.  

Quanto as propriedades funcionais identificaram-se a capacidade de 

absorção de água e óleo, capacidade emulsificante, estabilidade da emulsão, 

capacidade e estabilidade da espuma permitindo que passe a ser uma 

alternativa de aplicação para indústria de alimentos e uma opção para redução 

de aditivos em alimentos.  

Enquanto à reologia apresentaram comportamento reológico não-

newtoniano, com a característica de que a viscosidade aparente diminuiu com a 

taxa de cisalhamento, compatível com pseudoplástico. 

Pela análise qualitativa de eletroforese identificou a presença de 

peptídeos de baixa massa molecular. Condição confirmada por análise 

quantitativa, em tamanhos compatíveis às faixas relacionadas com a presença 

de peptídeos bioativos, que se encontram abaixo de 8.000 Ka, tanto para os 

hidrolisados proteicos produzidos com a enzima Alcalase 2.4 L®, sendo 6000 Da 

abaixo de 100% com 1h e 100% abaixo de 4000 Da com 4h, e para a NovoPro-

D®, os resultados foram 9000 Da e 3000 Da, respectivamente. 

Em relação as atividades biológicas, verifica-se que a hidrólise, afetou 

positivamente as propriedades antioxidantes do substrato. Sendo que, a enzima 

Alcalase 2.4 L® no tempo de 4h apresentou-se mais adequada para obter 

hidrolisados com alta atividade antioxidante; comprovando a presença de 

peptídeos bioativos. Para atividade anti-hipertensiva, todas as amostras 

proporcionaram capacidade de inibição da enzima conversora de angiotensina 

(ECA). 

As propriedades antidiabéticas avaliadas em função da inibição da 

atividade das enzimas α-amilase e α-glicosidase, mostraram que na 



 

139 

 

concentração de 10 mg mL-1, foi possível observar o efeito positivo da reação 

hidrolítica, sendo o hidrolisado oriundo da Alcalase 2.4 L® 1h, obteve inibição da 

atividade de α-amilase em 59%. Enquanto que o fígado in natura apresentou 

capacidade máxima de inibição de 37,04%. 

Diante do explanado, nota-se que pelo grau de hidrólise (variação), 

pode- se obter produtos com diferentes características funcionais e de 

bioatividades, comprovando o potencial de aplicação do fígado suíno como 

matéria-prima alternativa e promissora. Possibilitando a ampliação do portfólio 

de produtos industriais de modo a atender as demandas do mercado, a partir de 

produtos com alto valor nutricional e nutracêutico. 
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CAPÍTULO 6 – DIVULGAÇÃO DOS RESULTADOS 

 

 

Artigo publicado: Optimization of porcine liver enzymatic hydrolysis 

conditions, na revista Journal of Food Process Engineering em 17 de dezembro 

de 2019.  

Em 10 de dezembro de 2019, a patente intitulada “Funcionalidades do 

hidrolisado proteico integral de fígado suíno” foi depositada pelo INPI – Instituto 

Nacional da Propriedade Industrial. 

Além da apresentação e publicação em anal (ISSN: 2447-2816) dos 

trabalhos completos intitulados “Functional properties assessment of hydrolyzed 

protein from pork liver raw material”, “Effect of protein/water ratio in the hydrolytic 

process of the meat industry processing waste” e “Evaluation of the 

enzyme:protein factor effect in enzymatic hydrolysis of meat residual raw 

material” no XXII Simpósio Nacional de Bioprocessos XIII Simpósio de Hidrólise 

Enzimática de Biomassas, em Uberlândia-MG. 
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CAPÍTULO 7 – SUGESTÕES PARA TRABALHOS 

FUTUROS 

 

 

Para a elaboração de trabalhos futuros, sugere-se que sejam realizadas: 

 

− A determinação da sequência de aminoácidos formados nos hidrolisados 

proteicos; 

− Sugere-se também, que sejam avaliados diferentes métodos e agentes 

microencapsulantes; 

− Realização de testes de vida de prateleira do produto obtido.  
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Ficha de especificação técnica das enzimas Alcalase 2.4 L® e 

NovoPro- D® disponibilizado pela Novozymes. 



 

 

 

 


