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RESUMO GERAL 

 

Os hidrolisados proteicos de peixe (HPPs) obtidos por meio de hidrólise enzimática 

destacam-se como alternativa para recuperação de proteína e obtenção de produtos de alto 

valor biológico. O objetivo do presente estudo otimizar a produção e caracterizar os 

hidrolisados proteicos de peixe elaborados a partir de hidrólise enzimática de aparas de 

filé de Oreochromis niloticus, utilizando três diferentes enzimas: Alcalase®, Neutrase® e 

Novo-Pro D®. Para isso, aplicou-se um Planejamento Fatorial Fracionado (PFF) 23-3 para 

selecionar as variáveis mais influentes no processo, seguido de DCCR. A partir dos 

parâmetros de pH, concentração da enzima e temperatura otimizadas para cada enzima, 

foram produzidos HPPs com o máximo grau de hidrólise, os quais foram analisados 

quanto à a cinética do processo de hidrólise, as propriedades funcionais, solubilidade, 

capacidade de absorção de água e de óleo, higroscopicidade, atividade de água e cor, o 

conteúdo de minerais, por meio de fluorescência de raios X por reflexão total (TXRF), a 

composição química, através da espectroscopia no infravermelho por transformada de 

Fourier (FT-IR), a estabilidade térmica, por meio da calorimetria diferencial de varredura 

e a distribuição do peso molecular, através da cromatografia de camada delgada (CCD) e 

eletroforese. O grau máximo estimado de hidrólise (GHmax) usando Alcalase 2.4L® foi 

de 60,05% em 180 min a 39,03°C e 0,65% de enzima, enquanto a Neutrase® atingiu 

GHmax de 56,96% em 120 min a 39,46°C e pH 6,039 e a Novo-Pro® D teve GHmax de 

54,76% em 60 min a 47,95°C e 0,866% de enzima. Os HPPs elaborados com Alcalase 

2.4 L® e Novo-Pro D® demonstraram melhores resultados na cinética do processo de 

hidrólise, com a última se destacando em relação à velocidade inicial da reação. A análise 

de composição química comprovou a degradação da proteína em fragmentos menores e 

aminoácidos livres. A distribuição do peso molecular dos compostos revela o alto 

conteúdo de aminoácidos livres e proteínas de baixo peso molecular em todos os HPPs. 

Os HPPs elaborados com as enzimas Alcalase 2.4 L®, Neutrase® e Novo-Pro D® 

apresentaram características satisfatórias em relação a propriedades funcionais, conteúdo 

de minerais, estabilidade térmica e distribuição do peso molecular. Todos os HPPs 

demonstraram potencial para a utilização na indústria de alimentos, seja como alimento 

funcional ou como ingrediente de alto valor biológico para formulações especiais. 

Palavras-chave: enzima, protease, aminoácido, peptídeo, proteína, propriedades 

funcionais, otimização 

 

 

 

 



OVERVIEW 

 

Fish protein hydrolysates (FPHs) obtained through enzymatic hydrolysis stand out as an 

alternative for protein recovery and obtaining products of high biological value. The 

objective of the present study is to improve the production and characterize fish protein 

hydrolysates prepared from enzymatic hydrolysis of Oreochromis niloticus fillet 

trimmings, using three different enzymes: Alcalase®, Neutrase® and Novo-Pro D®. For 

this, a 23-3 Fractional Factorial Planning (FFP) was applied to select the most influential 

variables in the process, followed by the DCCR. Using the optimized pH, enzyme 

concentration and temperature parameters for each enzyme, HPPs with the maximum 

degree of hydrolysis were produced, which were analyzed for the kinetics of the 

hydrolysis process, such as functional properties, solubility, comprehensibility of water 

and oil, hygroscopicity, water activity and color, mineral content, through total reflection 

X-ray fluorescence (TXRF), chemical composition, through Fourier transform infrared 

spectroscopy (FT-IR ), thermal stability, through differential scanning calorimetry and 

molecular weight distribution, through thin layer chromatography (TLC) and 

electrophoresis. The estimated maximum degree of hydrolysis (DHmax) using Alcalase 

2.4L® was 60.05% in 180 min at 39.03°C and 0.65% enzyme, while Neutrase® achieved 

a DHmax of 56.96% in 120 min at 39.46°C and pH 6.039 and Novo-Pro® D had a DHmax 

of 54.76% in 60 min at 47.95°C and 0.866% enzyme. The FPHs made with Alcalase 2.4 

L® and Novo-Pro D® obtained results in the kinetics of the hydrolysis process, with the 

latter standing out in relation to the initial speed of evidence. Chemical composition 

analysis confirmed the manipulation of the protein into fragments and free amino acids. 

The molecular weight distribution of the compounds reveals the high content of free 

amino acids and low molecular weight proteins in all HPPs. The FPHs made with the 

enzymes Alcalase 2.4 L®, Neutrase® and Novo-Pro D® showed satisfactory 

characteristics in relation to functional properties, mineral content, thermal stability and 

molecular weight distribution. All FPHs demonstrated potential for use in the food 

industry, either as functional food or as an ingredient of high biological value for special 

formulations. 

Keywords: enzyme, protease, amino acid, peptide, protein, functional properties, 

optimization 

 



CAPÍTULO 1 - REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 

1. Produção mundial da aquicultura 

A aquicultura, junto com a pesca vem ocupando cada vez mais um lugar de 

destaque com contribuição essencial para garantir a segurança alimentar e nutricional da 

população global (FAO, 2022). Além do crescimento populacional, as recentes mudanças 

no estilo de vida das pessoas em escala mundial trouxeram consigo novas demandas no 

âmbito socioeconômico e tecnológico que refletem também na alimentação, cujo 

principal objetivo deixou de ser apenas o fornecimento de nutrientes essenciais para a 

manutenção da vida e passou a voltar-se para a busca por maiores benefícios à saúde 

(Tadesse et al., 2023). 

Em 2020, foram produzidas 178 milhões de toneladas de animais aquáticos ao 

redor do mundo, sendo 88 milhões de toneladas provenientes somente da aquicultura, o 

que corresponde a 49% do total (FAO, 2022). Da produção total de pescados, 37% advêm 

de animais originários de águas continentais, sendo 83% destes provenientes da 

aquicultura (FAO, 2022). A Tabela 1 mostra um resumo da produção mundial de pescado 

e a evolução das formas de consumo. 

Tabela 1 - Produção mundial de pescado, utilização e tendências. 

Ano População 

(Bi) 

Consumo 

per capita 

(kg) 

Produção de 

pescado 

Consumo 

humano 

Consumo 

não humano 

2010 7,3 19,5 162,6 143,2 19,3 

2018 7,6 20,5 178,9 156,8 22,2 

2020 7,8 20,2 177,8 157,4 20,4 

 

A tabela acima mostra que com o aumento da população e a redução da produção 

mundial de pescado, a tendência foi de redução do consumo per capita pela pressão da 

oferta escassa versus crescente demanda.  

No Brasil, a espécie mais produzida é a tilápia do Nilo, sendo o país o quarto 

maior produtor da espécie. Foram 550.060 toneladas produzidas em 2022, de um total de 

860.355 toneladas de peixes produzido pela aquicultura no mesmo ano. Este volume 

representa 63,93% da produção de todo o país e demostrou um aumento de 3% em relação 

ao ano de 2021 (Medeiros, 2023) 



 

2. Proteínas do pescado 

Grande parte dos peixes destinados ao consumo humano passa por algum tipo de 

processamento prévio, onde as partes consideradas comestíveis são separadas das partes 

supostamente não comestíveis ou de baixo valor comercial. Entretanto, Raghavan (2008) 

aponta que esses coprodutos muitas vezes subutilizados apresentam um conteúdo elevado 

de proteína de alto valor biológico, chegando até 10 – 20% do conteúdo total de proteína 

do peixe. 

As proteínas dos peixes são constituídas por três grupos: proteínas 

sarcoplasmáticas, proteínas miofibrilares e estromáticas. As proteínas sarcoplasmáticas 

são aquelas que estão presentes no sarcoplasma, representando cerca de 15 a 35% das 

proteínas do pescado, a depender da espécie (Ogawa, 1999). Estas proteínas são solúveis 

em água e correspondem aos compostos que conferem cor, odor e sabor característicos 

do pescado. Por serem solúveis em água, são as primeiras a serem perdidas nos processos 

de degradação e descongelamento. Estão entre as proteínas sarcoplasmáricas, estão a 

creatina quinase, aldolase e enzimas relacionadas ao metabolismo da energia celular, 

além de pigmentos como mioglobina e hemoglobina (Korkmaz et al., 2021). 

As proteínas miofibrilares consistem em componentes estruturais dos músculos 

dos peixes. A actina e a miosina, responsáveis pelas contrações musculares são as 

representantes deste grupo que corresponde a 65-75% de toda a proteína dos peixes. A 

miosina, que está presente em maior proporção, é composta por duas cadeias pesadas 

(223 kDa) e duas cadeias leves (22 e 18 kDa) (Ogawa, 1999). 

O colágeno e a elastina pertencem ao grupo das proteínas estromáticas, que 

constituem o tecido conjuntivo e fazem parte da pele, escamas e músculos, representando 

cerca de 3% do total das proteínas dos peixes (Korkmaz et al., 2021). Esse grupo contém 

em sua composição glicina apolar, valina, alanina, prolina e hidroxiprolina, sendo rico 

em aminoácidos.  

As proteínas são formadas por longas cadeias de peptídeos, que por sua vez 

são constituídas por peptídeos menores e estes, por aminoácidos. Os aminoácidos são 

compostos orgânicos formados por uma cadeia carbônica ligada a um grupo amina e 

um grupo carboxila, contendo ainda um radical R que confere diferentes 

propriedades ao aminoácido (Lehninger et al., 1995). O tamanho das cadeias 



peptídicas, seu perfil de aminoácidos e suas terminações vão influenciar nas 

propriedades das proteínas, desde nutricionais, funcionais e organoléticas até 

tecnológicas.  

 

3. Coprodutos da indústria pesqueira 

Das 178 milhões de toneladas de pescados produzidas em 2020, 157 milhões, 

ou 89% foram utilizados como alimento humano, enquanto 11% foram em sua 

maioria utilizados na fabricação de farinha e óleo de peixe, correspondendo a mais 

de 17 milhões de toneladas (FAO, 2022). 

Essa matéria prima subutilizada é considerada uma valiosa fonte de proteína 

de alto valor biológico e aminoácidos essenciais. Entre os coprodutos da indústria de 

processamento de peixes estão cabeças, carcaças, peles, escamas, vísceras, espinhos, 

sangue e refiles. A maior parte desse material é destinado para a fabricação de 

produtos de menor valor comercial, como farinha e óleo de peixe, ambos empregados 

principalmente na formulação de rações para a piscicultura e para a indústria pet. 

Desta forma, fica evidente a necessidade de valorização destes coprodutos. Nesse 

contexto, é possível aplicar o conceito da economia circular à indústria de alimentos, 

que prioriza a conversão destas matérias primas subutilizadas em produtos de valor 

agregado (Souza et al., 2021) 

Os coprodutos da indústria pesqueira são fontes de aminoácidos essenciais, 

colágeno, ácidos graxos poli insaturados e enzimas. De acordo com Sila & Bougatef 

(2016), o teor de proteína bruta dos subprodutos de pescado varia de 8 a 35%.  

Atualmente, o maior desafio da indústria para otimizar o aproveitamento da 

matéria prima para o consumo humano com a recuperação da proteína de coprodutos 

é a definição de técnicas e parâmetros que permitam o controle de processos para 

obter produtos padronizados, em larga escala e com alta qualidade (Finkler, et al. 

2022). Uma mobilização tem sido observada no meio científico em torno deste tema 

para atender à demanda gerada (Mora, & Reig, 2016; Mullen et al., 2017; Amiza et 

al. 2017; Mora & Toldrá, 2023; Tadesse et al., 2023; Zhang et al., 2023). 

Dentre as técnicas mais promissoras para a recuperação de proteínas de 

coprodutos alimentares estão os processos biotecnológicos como fermentação e 



hidrólise enzimática, que conservam suas propriedades nutricionais, funcionais, 

organoléticas e tecnológicas (Korkmaz et al., 2021).  

 

4. Hidrolisados proteicos de pescado 

Os HPPs obtidos por meio de hidrólise enzimática são reconhecidos como uma 

abordagem eficaz e sustentável para agregar valor aos coprodutos da indústria de 

processamento de pescado (Borges et al., 2023; Naghdi et al., 2023). Os coprodutos do 

processamento de peixes submetidos à hidrólise por peptidases resultam em compostos 

constituídos de peptídeos relativamente pequenos, com 2 a 20 aminoácidos (Gao et al., 

2021). Além disso, apresentam custo de produção relativamente baixo, elevado valor 

nutricional, propriedades funcionais adequadas à aplicação na indústria de alimentos e 

potencial para a obtenção de peptídeos com atividades biológicas específicas (Roslan et 

al. 2014b; Yarnpakdee et al. 2015; Amiza et al. 2017; Vaquéz et al. 2017).  

O processo de recuperação de proteínas via hidrólise enzimática apresenta 

vantagens como a seletividade das enzimas aos substratos e a possibilidade de controle 

das condições do processo, como temperatura e pH, para obtenção de produtos com 

características e finalidades específicas (Amiza et al. 2012; Roslan et al. 2014b; Silva et 

al. 2014). Desta forma, todo o processo (Figura 1) pode ser desenvolvido sob condições 

amenas, garantindo a viabilidade técnica e econômica e a minimização de produtos 

indesejáveis, qualidade e alto rendimento do produto (Roslan et al. 2014b; Maluf et al, 

2019).  

As características finais dos hidrolisados proteicos são afetadas por vários 

fatores, como a proporção de enzima para substrato, temperatura, pH e tempo de 

hidrólise (Amiza et al. 2017; Vaquéz et al. 2017). Por isso, vários estudos vêm 

abordando a otimização de parâmetros para o processo de hidrólise enzimática de 

pescado (Finkler et al., 2022; Zhang et al., 2023; Wang et al., 2020). 

 



 

Figura 1- Fluxograma da produção de hidrolisado proteico de peixe. 
 

A velocidade das reações de clivagem da proteína é diretamente influenciada 

pela temperatura. Além disso, interferem também nesse processo a energia de 

ativação da reação catalítica, a estabilidade térmica da enzima empregada, que varia 

de uma para outra, além da estabilidade térmica do substrato. A estabilidade térmica 

do substrato é influenciada pelo conteúdo e tamanho das moléculas da proteína, 

proporção entre proteínas sarcoplasmáticas, miofibrilares e estromáticas, 

comprimento das fibras musculares, entre outros fatores (Shen et al., 2012). Segundo 

os mesmos autores, o GH aumenta com a temperatura até atingir um valor ótimo, 

acima do qual o GH começa a diminuir. Isto ocorre porque temperaturas mais 

elevadas interrompem a força e quebram as ligações que mantém a formatação da 

molécula da enzima, que é gradualmente desnaturada, o mesmo acontecendo com o 

substrato, que deixa de ser um sítio ativo para a enzima aos poucos. Enquanto em 



temperaturas relativamente baixas, a taxa de reação enzimática é desacelerada, a 

energia cinética das moléculas diminui e as colisões entre elas são menos frequentes 

(Nelson & Cox, 2014). Uma temperatura muito baixa pode impedir que a energia de 

ativação da reação seja atingida para iniciar o processo. Assim, é crucial a 

determinação da temperatura ótima para a reação de hidrólise de cada substrato com 

uma enzima específica. O ótimo de temperatura para a atividade enzimática resulta 

da aceleração da reação com o incremento da temperatura até o ponto em que a 

molécula se mantém estável (Nelson & Cox, 2014; Whitaker & Dekker, 1994). 

A eficiência da reação enzimática com o substrato também é afetada pela 

concentração da enzima. Via de regra, a velocidade da quebra das ligações peptídicas 

aumenta com o aumento da concentração da enzima. Apesar disso, o avanço do 

processo de hidrólise provoca a formação de compostos que competem por ligações 

em sítios ativos ou sítios alostéricos da enzima e do substrato, o que reduz a taxa de 

reação ao longo da hidrólise (Nelson & Cox, 2014). Por outro lado, com o avanço da 

hidrólise, ocorre a redução do substrato pelas quebras sucessivas, aumentando a 

probabilidade de uma molécula inibidora se ligar à enzima (Nelson & Cox, 2014). 

Tão importante quanto os fatores já mencionados, o pH também exerce forte 

influência sobre a eficiência da reação hidrolítica. De acordo com Whitaker (1994), 

este fator exerce influência sobre as interações hidrofóbicas e hidrofílicas dos sítios 

ativos das enzimas, o que pode reduzir a ação da enzima de maneira reversível ou até 

mesmo desnaturá-la de forma permanente. As condições elevadas ou reduzidas de 

pH causam diminuição na atividade da enzima, uma vez que o sítio ativo fica 

progressivamente distorcido, influenciando negativamente a função enzimática 

(Shen et al. 2012).  

Estudos voltados para as aplicações dos HPPs vêm crescendo nos últimos 

anos, demonstrando um amplo potencial desses produtos. A princípio, a técnica de 

recuperação de proteína foi desenvolvida para redução dos custos da ração para 

aquicultura melhorar a digestão, absorção e utilização dos nutrientes pelos animais. 

No entanto, seu potencial como ingrediente para incrementar o valor nutricional das 

dietas como suplemento e impacto positivo no desenvolvimento e imunidade dos 

animais logo chamou a atenção para novos estudos, desta vez, em dietas para 

humanos (Gao et al., 2021).   



Nesse et al. (2014) relatam que uma proteína obtida do hidrolisado proteico 

de salmão do Atlântico rica em aminoácidos e peptídeos curtos pode ser utilizada 

como suplemento seguro e eficiente para crianças desnutridas. Além disso, os HPPs 

que apresentam atividade antioxidante são uma alternativa para prolongar a vida útil 

de alimentos (Gao et al., 2021).  De acordo com estudo realizado por Dekkers et al., 

(2011), filés de Coryphaena hippurus mergulhados em hidrolisado proteico de 

Oreochromis niloticus têm sua estabilidade e a vida útil prolongada pela inibição da 

oxidação lipídica.  

O potencial dos hidrolisados vêm sendo demonstrado em estudos para 

aplicação como suplemento proteico, fonte de peptídeos bioativos com ação 

antioxidante, anti-inflamatória, anticancerígena, neuroprotetora e anti-hipertensiva, 

o que comprova as vantagens do aproveitamento desses produtos pela indústria 

alimentícia farmacêutica e cosmética (Gao et al., 2021).     

 

5. Propriedades funcionais 

Para além do valor nutritivo, as características estruturais e funcionais das 

proteínas são pilares na formulação de alimentos. A importância dessas propriedades 

varia de acordo com a matéria-prima e a técnica de purificação utilizada (Yathisha et 

al., 2022). 

A maioria das proteínas em sua forma natural não apresenta as 

funcionalidades e bioatividade desejadas para o desenvolvimento de produtos 

alimentares funcionais. Por isso, a modificação dessas proteínas para aprimorar suas 

propriedades é fundamental para a indústria. 

O emprego dos HPPs como ingredientes alimentares e aditivos para 

aumentar atividades de emulsificação, formação de espuma ou dispersão de alimentos 

vem sendo apontado como vantajoso por diferentes estudos, demonstrando que este 

é um ingrediente multifuncional para emprego em formulações de alimentos 

processados (Dekkers, Ragha van, Halim, Yusof e Sarbon, 2016). 

A funcionalidade de um ingrediente está relacionada com suas 

características físico-químicas mais relevantes que exercem grande influência nos 



processos de elaboração, estocagem, qualidade e aceitação de um alimento (Chou & 

Morr, 1979) 

A capacidade de absorção de água influencia diretamente na viabilidade da 

elaboração de produtos cárneos na indústria em termos de aceitabilidade e margem 

de lucro. A perda de água prejudica o rendimento e os atributos de qualidade dos 

produtos, enquanto valores de retenção de água satisfatórios ajudam a preservar a 

umidade dos produtos, melhorando sua suculência, impedindo a perda de água no 

processo de cozimento, em produtos de panificação e em alimentos viscosos como 

sopas (Chaud & Sgarbieri,2006; Damoradan et al., 2010).   

De acordo com Damoradan et al. (2010), uma das propriedades tecnológicas 

mais importantes de um ingrediente é sua capacidade de absorção de óleo, que 

determina se este desempenhará sua função satisfatoriamente em produtos cárneos. 

O incremento da capacidade de absorção de óleo dos ingredientes afeta positivamente 

a palatabilidade e retenção de sabor e é fundamental da formulação de produtos 

emulsionados, molhos e massas, por exemplo. O mecanismo de absorção de óleo é 

principalmente atribuído à hidrofobicidade das moléculas. Além disso, a capacidade 

de absorção de óleo tem grande importância na formulação de alimentos, podendo 

influenciar na ordem de adição dos ingredientes secos na mistura, além de ser usado 

para determinar os tempos de mistura utilizando uma distribuição uniforme do óleo 

ou gordura na mistura seca (Chaud & Sgarbieri,2006). 

Yathisha et al. (2022) descobriram que a solubilidade do hidrolisado proteico 

é influenciada por três fatores principais: tempo de hidrólise, grau de hidrólise e pH. 

Isso é importante para a indústria de alimentos, pois a solubilidade é um parâmetro 

que pode ser ajustado para atender às necessidades específicas de cada aplicação. 

Quanto maior o tempo e o grau de hidrólise, maior a solubilidade do hidrolisado em 

uma ampla faixa de pH. Isso ocorre porque a hidrólise quebra as proteínas em 

peptídeos menores e aminoácidos, que são mais solúveis em água.  

O pH também influencia a solubilidade. A carga líquida das moléculas 

proteicas muda à medida que o pH se afasta do ponto isoelétrico (pI). Se o pH for 

muito baixo ou muito alto, as moléculas proteicas se repelem e podem se precipitar.  

A hidrofobicidade da superfície das moléculas proteicas também pode afetar a 

solubilidade. Se a superfície for muito hidrofóbica, as moléculas podem se agregar e 



precipitar (Halim et al, 2016). Em resumo, a solubilidade do hidrolisado proteico é 

um parâmetro importante que pode ser ajustado pela indústria de alimentos para 

atender às suas necessidades.  

6. Distribuição dos Pesos Moleculares dos Hidrolisados Proteicos de Peixe 

Os HPPs são produtos obtidos pela quebra de proteínas de peixe por meio de 

processos enzimáticos ou químicos. Eles têm uma ampla gama de aplicações na 

indústria alimentícia, farmacêutica e cosmética. A distribuição dos pesos moleculares 

das moléculas dos hidrolisados proteicos de peixe é um fator importante que 

influencia suas propriedades funcionais e aplicações Yathisha et al. (2022). 

A distribuição dos pesos moleculares dos hidrolisados proteicos de peixe é 

influenciada por vários fatores, como o tipo de matéria prima, condições de processo 

de hidrólise e escolha da enzima. O tipo de matéria-prima influencia na distribuição 

dos pesos moleculares do produto hidrolisado pois as proteínas do peixe variam em 

tamanho e composição de aminoácidos. Ao mesmo tempo, as condições de hidrólise, 

como temperatura, pH e tempo de reação, afetam o grau de quebra das proteínas e, 

consequentemente, a distribuição dos pesos moleculares. Além disso, as enzimas 

utilizadas na hidrólise têm diferentes especificidades, o que altera o tamanho das 

moléculas dos hidrolisados (Kristinsson & Rasco, 2011). 

Existem vários métodos para determinar a distribuição dos pesos moleculares 

dos hidrolisados proteicos de peixe, incluindo a eletroforese em gel de poliacrilamida 

(SDS-PAGE), cromatografia de exclusão por tamanho, cromatografia de camada 

delgada e espectroscopia de massa. 

A distribuição dos pesos moleculares dos hidrolisados proteicos de peixe 

determina suas propriedades funcionais e aplicações. Hidrolisados com baixo peso 

molecular (< 10 kDa) são mais solúveis e têm melhor digestibilidade, sendo 

utilizados em bebidas nutritivas e suplementos alimentares. Hidrolisados com peso 

molecular intermediário (10-50 kDa) têm propriedades emulsificantes e espessantes, 

sendo utilizados em produtos cárneos, lácteos e de panificação. Hidrolisados com 

alto peso molecular (> 50 kDa) têm propriedades gelificantes e espessantes, sendo 

utilizados em produtos de confeitaria e sorvetes (Mendis, E., et al., 2017). 

 

7. Considerações finais 



Diante das informações apresentadas, pode-se considerar que os hidrolisados 

proteicos de peixe são fontes seguras de alimento de alto valor biológico e podem ser 

ricos em compostos com propriedades bioativas diversas. Além disso, estão aptos para as 

mais variadas aplicações na indústria de alimento devido às suas características 

funcionais que podem ser controladas de acordo com as condições do processo. Por fim, 

são amplamente reconhecidas as vantagens do processo de hidrólise para recuperação de 

proteína, tornando o desenvolvimento da cadeia do pescado economicamente mais viável. 

Entretanto, para dispor de todos estes benefícios, é preciso desenvolver e pradonizar as 

técnicas de produção bem como caracterizar o produto final a fim de validar o processo 

industrial para obtenção de hidrolisados proteicos de peixe com diferentes matérias 

primas e enzimas. 
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Produção de hidrolisados de proteína de peixe a partir de aparas de filé de 

Oreochromis niloticus 

Production of fish protein hydrolisates from Oreochromis niloticus fillet trimmings 

Producción de hidrolizados de proteína de pescado a partir de recortes de filetes de 

Oreochromis niloticus 

 

Resumo 

A otimização de processos é essencial para a viabilidade em larga escala na indústria 

alimentícia. Aqui, aplicamos a metodologia de Delineamento Composto Central 

Rotacional (DCCR) seguido de análise de superfície de resposta para otimizar a produção 

de hidrolisado de proteína de peixe (HPP). O HPP foi obtido a partir de aparas de filé de 

tilápia submetidas ao processo de hidrólise utilizando as enzimas Alcalase 2.4L®, 

Neutrase® e Novo-Pro® D, sob condições controladas de temperatura, concentração de 

enzima e pH. Primeiramente, aplicamos um Planejamento Fatorial Fracionado (PFF) 23-

3 para selecionar as variáveis mais influentes no processo com cada enzima a ser aplicada 

no DCCR. A partir do PFF, selecionamos temperatura e concentração de enzima para 

Alcalase 2.4L® e Novo-Pro® D, temperatura e pH para Neutrase®. O grau máximo 

estimado de hidrólise (GHmax) usando Alcalase 2.4L® foi de 60,05% em 180 min de 

processo a 39,03°C e concentração de enzima de 0,65%. Neutrase® atingiu GHmax de 

56,96% durante 120 min a 39,46°C e pH 6,039, enquanto Novo-Pro® D teve GHmax de 

54,76% durante 60 min a 47,95°C e 0,866% de concentração de enzima. Assim, as três 

enzimas apresentaram resultados promissores para obtenção de HPP com alta GH a partir 

de aparas de filés de tilápia do Nilo. 

Palavras-chave: Hidrólise enzimática; Otimização; Coprodutos de pescado; Proteína; 

Protease. 

Abstract 

http://dx.doi.org/10.33448/rsd-v11i6.29172


Process optimization is essential for the large-scale viability of the food industry. Central 

composite rotational design (CCRD) followed by response surface analysis was used to 

optimize the production of fish protein hydrolysate (FHP). FHP was obtained from tilapia 

filet trimmings hydrolyzed subjected using Alcalase 2.4L®, Neutrase®, and Novo-Pro® 

D enzymes under temperature, enzyme concentration, and pH-controlled conditions. A 

23-3 full factorial design (FFD) was initially employed to select the most influential 

variables in the process (with each enzyme used in the CCRD). From the FFD, 

temperature and enzyme concentration for Alcalase 2.4L® and Novo-Pro® D, and 

temperature and pH for Neutrase® were selected. The estimated maximum degree of 

hydrolysis (GHmax) using Alcalase 2.4L® was 60.05% during 180 min of processing at 

39.03°C and 0.65% enzyme concentration. A GHmax of 56.96% was reached using 

Neutrase® during 120 min at 39.46°C and 6.039 pH. Novo-Pro® D was associated with 

a GHmax of 54.76% during 60 min at 47.95°C and 0.866% enzyme concentration. The 

three enzymes showed promising results for obtaining FHP with high GH from Nile 

tilapia filet trimmings. 

Keywords: Enzyme hydrolysis; Optimization; Fish co-products; Protein; Protease 

 

Resumen 

La optimización de procesos es esencial para la viabilidad a gran escala en la industria 

alimentaria. Aquí, aplicamos la metodología de diseño rotacional compuesto central 

(DRCC) seguida de un análisis de superficie de respuesta para optimizar la producción 

de hidrolizado de proteína de pescado (HPP). El HPP se obtuvo a partir de recortes de 

filete de tilapia sometidos al proceso de hidrólisis utilizando las enzimas Alcalase 2.4L®, 

Neutrase® y Novo-Pro® D, en condiciones controladas de temperatura, concentración de 

enzimas y pH. Primero, aplicamos un Diseño de Factor Fraccionario (DFF) 23-3 para 

seleccionar las variables más influyentes en el proceso con cada enzima a aplicar en el 

DRCC. Del DFF, seleccionamos la temperatura y la concentración de enzimas para 

Alcalase 2.4L® y Novo-Pro® D, la temperatura y el pH para Neutrase®. El grado 

máximo estimado de hidrólisis (GHmax) con Alcalase 2.4L® fue del 60,05 % en un 

proceso de 180 min a 39,03 °C y una concentración de enzima del 0,65 %. Neutrase® 

logró una GHmáx del 56,96 % durante 120 min a 39,46 °C y un pH de 6,039, mientras 

que Novo-Pro® D tuvo una GHmáx del 54,76 % durante 60 min a 47,95 °C y una 



concentración de enzima del 0,866 %. Por lo tanto, las tres enzimas mostraron resultados 

prometedores para obtener HPP con alto contenido de GH a partir de recortes de filete de 

tilapia del Nilo. 

Palabras clave: Hidrólisis enzimática; Optimización; Subproductos de pescado; 

Proteína; Proteasa. 

 

1 Introdução 

A crescente demanda mundial por proteína foi intensificada devido ao 

reconhecimento da importância deste componente na dieta para manutenção da saúde 

humana, principalmente para pessoas com problemas restritivos, atletas e idosos 

(Egerton, et al. 2017). De acordo com a FAO (2020), cerca de 12% de todo o pescado 

produzido no mundo, que corresponde a espécies de baixo valor comercial e coprodutos 

da indústria de processamento é subutilizado para fins não alimentares humanos, 

principalmente nas formas de farinha e óleo de peixe para alimentação animal. Neste 

cenário, o emprego de biotecnologias é cada vez mais explorado para otimizar a 

recuperação da proteína dos coprodutos de origem animal e incrementar seu valor de 

mercado (Mullen et al., 2017; Toldrá, Mora, & Reig, 2016). 

A tilápia, Oreochromis niloticus, é uma das espécies mais produzidas em diversos 

países (FAO, 2020). Como o filé é o principal produto comercializado (Silva et al., 2016), 

elevadas quantidades de aparas do filé são geradas (Roslan et al. 2014b), sendo 

aproveitadas na fabricação de empanados, embutidos e outros produtos de menor valor. 

Por outro lado, devido ao potencial nutritivo e a necessidade de otimização do uso da 

matéria prima na indústria de processamento de pescado (Shen et al. 2012; Roslan et al. 

2015), as aparas de filé de tilápia são uma excelente opção para a produção de 

hidrolisados proteicos de peixe (HPP). 

Os HPPs obtidos por meio de hidrólise enzimática apresentam vantagens devido 

ao seu custo de fabricação relativamente baixo, elevado valor nutricional, propriedades 

funcionais adequadas à aplicação na indústria de alimentos, além de potencial para a 

obtenção de peptídeos com atividades biológicas específicas (Roslan et al. 2014b; 

Yarnpakdee et al. 2015; Amiza et al. 2017; Vaquéz et al. 2017).  



A viabilidade técnica e econômica do emprego de enzimas reside nas condições 

amenas em que as reações ocorrem, minimização de produtos indesejáveis, qualidade e 

alto rendimento do produto final (Roslan et al. 2014b; Maluf et al, 2019). Essas vantagens 

decorrem da seletividade das enzimas aos substratos e da possibilidade de controle das 

condições do processo, como temperatura e pH, para obtenção de produtos com 

características e finalidades específicas (Amiza et al. 2012; Roslan et al. 2014b; Silva et 

al. 2014). 

A hidrólise via enzimática é realizada por proteases que clivam ligações 

peptídicas, transformando cadeias proteicas de alto peso molecular em moléculas 

menores e aminoácidos livres, aumentando a reatividade e melhorando as propriedades 

funcionais das proteínas (Foh et al. 2010; Amiza et al. 2017; Nelson and Cox 2014). As 

enzimas proteolíticas mais comumente utilizadas em processos de hidrólise de proteínas 

de pescado são Alcalase®, papaína, pepsina, tripsina, quimiotripsina, pancreatina, 

Flavourzyme®, Pronase®, Neutrase®, Protamex®, bromelina, Protease N®, termolisina, 

e Validase® (Raghavan and Kristinsson 2008; Je et al. 2009; Foh et al. 2010; Hsu 2010; 

Ngo et al. 2010; Roslan et al. 2014a; Roslan et al. 2014b; Yarnpakdee et al. 2014; Roslan 

et al. 2015; Amiza et al. 2017).  

Em geral, são empregadas na indústria, enzimas de alta relação atividade/custo 

(Maluf et al, 2019). Para hidrólise proteica, destacam-se as endopeptidades Alcalase 2.4L 

® e a Neutrase ®, ambas desenvolvidas pela empresa Novozymes. A Alcalase 2.4L ®, 

originada do Bacillus licheniformis, atua sob condições moderadas de alcalinidade e 

temperatura e é capaz de proporcionar alto grau de hidrólise em um período relativamente 

curto (Adler-Nissen, 1986; Foh et al, 2010; Amiza et al. 2017; Egerton et al, 2017). Já a 

Neutrase ®, obtida do B. amyloliquefaciens, é empregada comercialmente para 

"melhorar" proteínas de origem animal e vegetal, e atua em pH neutro sob condições 

amenas de temperatura (Foh et al, 2010; Amiza et al. 2017; Egerton et al, 2017). Enquanto 

isso, a Novo Pro-D ® produzida por B. licheniformis geneticamente modificada também 

tem demonstrado potencial de aplicação (Maluf et al 2019; Lopes et al, 2020). Para que 

o processo de hidrólise enzimática ocorra de forma eficiente, visando a obtenção de um 

produto com características adequadas a uma dada aplicação, são primordiais a escolha 

da enzima adequada e o controle das condições processuais (Ishak and Sarbon, 2018). As 

variáveis mais importantes nas reações enzimáticas são a concentração e especificidade 

da enzima, a temperatura e o pH da reação e a natureza do substrato (Roslan et al. 2015; 



Amiza et al. 2017). A eficiência do processo de hidrólise é mensurada pelo grau de 

hidrólise (GH), definido como a porcentagem de ligações peptídicas quebradas ao longo 

da reação (Adler-Nissen, 1979). Deste modo, o conhecimento do GH possibilita a 

elaboração de produtos com propriedades definidas e maior rendimento (Foh et al. 2010). 

Produtos altamente específicos com GH máximo podem ser obtidos através da 

otimização das condições de hidrólise de proteínas (Ishak and Sarbon, 2018; Kristinsson 

and Rasco, 200). Para a indústria, isso significa a viabilização técnica e econômica do 

processo, com máximo aproveitamento do recurso disponível (Ishak and Sarbon, 2018). 

No meio científico, a técnica de delineamentos centrais compostos, seguidas de análises 

estatísticas de Superfície de Resposta, são as metodologias comumente empregadas para 

otimizar as condições de processos químicos (Amiza et al. 2012, Amiza et al. 2011).  

Diante do exposto, avaliamos as condições de hidrólise enzimática de aparas de 

filé da tilápia-do-Nilo, Oreochromis niloticus, utilizando três diferentes enzimas: 

Alcalase®, Neutrase® e Novo-Pro D®. Especificamente, para cada enzima identificamos 

as condições que resultam em maiores clivagens de proteínas, otimizando assim os 

processos de obtenção dos hidrolisados proteicos de peixe (HPPs).   

 

2 Metodologia 

 

Matéria prima 

A matéria prima utilizada foi as aparas do filé de tilápia-do-Nilo Oreochromis 

niloticus, disponibilizadas por um frigorífico da região de Toledo – Paraná - Brasil.  

Preparo da matéria prima 

As aparas foram trituradas em moinho elétrico com peneira de 5 mm, porcionadas 

em peso de 2 kg e armazenadas sob congelamento à -18°C, até sua utilização na 

elaboração dos hidrolisados.  

Teor de proteína da matéria prima 

O teor de proteína total da matéria prima foi determinado pelo método Kjeldahl 

baseado no método AOAC 925.40 (AOAC 2000), usando um fator de conversão de 

nitrogênio de 6,25.  



Enzimas  

As enzimas utilizadas para a hidrólise da matéria prima foram disponibilizadas 

pela empresa Novozymes Latin America Ltda. A Alcalase 2.4L® é uma endoprotease do 

tipo serina-protease alcalina, produzida pela bactéria Bacillus licheniformis, com 

subtilisina Carlsberg como seu principal componente, possuindo atividade específica de 

2.4 Unidades Anson (AU) por grama.  

A Neutrase® é uma endoprotease bacteriana produzida pela  cepa Bacillus 

amyloliquefaciens, sendo empregada comercialmente para melhorar proteínas de origem 

animal e vegetal. Por tratar-se de uma metaloprotease, requer íons de zinco para a sua 

atividade. Esta enzima hidrolisa aleatoriamente as ligações peptídicas internas. 

A Novo-Pro D® é uma endoprotease alcalina produzida por Bacillus licheniformis 

geneticamente modificados. É aplicada principalmente na indústria de pet food no 

processamento de proteínas animais para melhoramento do sabor. A atividade específica 

declarada pelo fabricante é de 16 quilo unidades Novo Protease por grama (KNPU-S/g).  

Produção do hidrolisado proteico de peixe (HPP)  

Os HPP’s foram preparados em reator experimental de vidro borossilicato, 

encamisado com banho termostático acoplado.  

Para cada ensaio, preparou-se uma suspensão com 2 kg de matéria prima e 20% 

de água. O pH e a temperatura desta suspensão foram ajustados conforme a condição 

específica de cada ensaio. Para o ajuste do pH, foi empregada uma solução de carbonato 

de sódio anidro P.A. 10%. Em seguida, a enzima foi adicionada à suspensão sob agitação 

constante, conforme quantidade definida em cada experimento.  

Inativação Enzimática 

Ao final do processo de hidrólise, foi realizada a inativação da enzima em banho 

maria termostatizado à temperatura de 90°C por um período de tempo de 20 min. 

Posteriormente, resfriou-se a suspensão em banho de gelo, e o conteúdo hidrolisado foi 

armazenado sob refrigeração.  

Proteína solúvel e grau de hidrólise 

Para a determinação da proteína solúvel (PS) dos HPP’s, inicialmente as amostras 

de cada hidrolisado foram centrifugadas a uma rotação de 2600 rpm por 20 min. Em 



seguida, o sobrenadante foi coletado, diluído com ácido tricloroacético (TCA) 6,25% na 

proporção de 1:1, e deixadas em repouso por 30 min. Após a precipitação do material 

insolúvel com o TCA, as amostras foram filtradas em papel Whatman nº 40, para remoção 

das impurezas. O teor de proteína solúvel do filtrado foi determinado pelo método de 

Lowry et al. (1951), em espectrofotômetro em comprimento de onda de 750 nm. O valor 

obtido foi expresso em miligramas de albumina. O grau de hidrólise (GH) foi estimado 

segundo o método descrito por Hoyle and Merritt (1994) e Liceaga-Gesualdo and Li-

Chan (1999), o qual relaciona as proteínas solubilizadas em TCA presentes na amostra e 

as proteínas totais inicialmente existentes na matéria prima: 

 GH=(PS em 6,25% TCAPT)x100          (1) 

onde GH é o grau de hidrólise, PS é a proteína solúvel do hidrolisado proteico (miligramas 

por grama), PT é a proteína total do substrato (miligramas por grama).  

 

Otimização do processo de obtenção dos HPP’s 

Inicialmente foi aplicado um Planejamento Fatorial Fracionado PFF 23-3 (3 pontos 

centrais, total de 11 ensaios) para a avaliação do efeito do pH, da temperatura em graus 

Celsius (T) e da concentração da enzima (E) como porcentagem em relação ao 

substrato  sobre o grau de hidrólise (GH). O tempo de hidrólise foi fixado em 1 h. As 

faixas das condições de pH, T e E variaram de 7,5 a 9,5, 55 a 75°C e 0,05 a 0,25% para a 

hidrólise com a enzima Alcalase®, 6 a 8, 40 a 60°C e 0,1 a 0,5% para a Neutrase® e 

finalmente, de 7,5 a 9,5, 60 a 80°C e 0,5 a 2,5% para a Novo-Pro D®, de acordo com a 

ficha técnica das enzimas fornecidas pelo fabricante. 

A partir das respostas obtidas no primeiro planejamento, um novo planejamento 

do tipo Delineamento Composto Central Rotacional (DCCR) 22 (4 ensaios, 4 pontos 

axiais e 3 pontos centrais, totalizando 11 ensaios) foi aplicado para otimizar o processo 

de hidrólise das aparas de tilápia do Nilo. A influência das variáveis significativas foi 

avaliada pela resposta do GH.  

De acordo com os resultados obtidos com o primeiro planejamento, as variáveis 

que influenciaram significativamente na hidrólise de aparas do filé de tilápia do Nilo com 

a Alcalase® foram T e E, com a Neutrase®, pH e T, e com a Novo Pro-D®, apenas T. 

No caso da Novo Pro-D®, a variável E foi avaliada no segundo planejamento, apesar de 



não ter sido significativa no primeiro, devido a literaturas consultadas (Fountoulakis & 

Lahm, 1998; Dey & Dora, 2011; He et al, 2013). A Tabela 2 apresenta os níveis reais e 

codificados das variáveis estudadas no DCCR 22 para hidrólise de aparas do filé de tilápia-

do-Nilo hidrolisado com Alcalase®, Neutrase® e Novo-Pro D®. 

Tabela 2 - Níveis reais e codificados das variáveis estudadas no DCCR 22 para hidrólise de aparas do filé 

de tilápia-do-Nilo com emprego das enzimas Alcalase®, Neutrase® e Novo-Pro D®: temperatura (T, ºC), 

concentração enzimática (E, %) e pH. 

Níveis codificados 
Alcalase® Neutrase® Novo-Pro D® 

T (x1)* E (x2)* T (x1) pH (x2) T (x1) E (x2) 

-1,41 29,9 0,1 27,5 5,2 35,9 0,2 

-1 34,0 0,3 30,0 5,4 40,0 0,4 

0 44,0 0,6 36,0 5,8 50,0 0,8 

1 54,0 0,9 42,0 6,2 60,0 1,2 

1,41 58,1 1,0 44,5 6,4 64,1 1,4 

*x1 e x2 são os símbolos que representam as variáveis estudadas para cada enzima nas equações dos 

modelos de superfície de resposta aplicados. 

 

Os ensaios com a Alcalase® e Novo-Pro D® foram realizados sob pH de 7,5, 

variando T e E. Já os ensaios com a Neutrase® foram com E fixa em 0,5%, variando a T 

e pH. A duração dos ensaios com Alcalase®, Neutrase® e Novo-Pro D® foi de 3, 2 e 1h, 

respectivamente. 

Para um sistema de 2 fatores, a equação do modelo de superfície de resposta de 

segunda ordem é: 

 

Y=b0+b1x1+b2 x2+b12x1x2+b11x12+b22x22       (2)  

 

      onde Y é a resposta prevista, b0 é o intercepto, b1 e b2 são os coeficientes lineares, 

b12 é o coeficiente de interação e b11e b22 são os coeficientes quadráticos. 

Computacionalmente, o lado direito do modelo é representado por SO (x1, x2). 

Os valores obtidos nos ensaios experimentais foram analisados no software R (R 

Core Team, 2019), com auxílio do pacote rsm (Lenth, 2009). Foram desenvolvidos 

gráficos de superfície de resposta e para demonstrar os efeitos das variáveis 

independentes sobre a variável resposta avaliada. 

 



3 Resultados e discussão 

 

Teor de proteína da matéria prima 

A proporção de proteína total nas aparas de filé da tilápia do Nilo foi de 16,53 ± 

0,32%.  Essa quantidade de proteína foi ligeiramente inferior aos 18,65% (Herath et al., 

2016) e  19.95% (Wu et al., 2017) observados em filés e músculos desta espécie, 

respectivamente. No entanto, essa pequena variação na composição química do pescado 

é natural, visto que ela pode variar com o tamanho, idade, estação sazonal e estado 

nutricional do peixe (Ogawa, 1999; Nollet and Toldrá, 2010). Além disso, as proporções 

de água, gordura e proteína variam ao longo do corpo do peixe e até mesmo entre as partes 

comestíveis (Nollet e Toldrá, 2010).  

Tabela 3 - Grau de hidrólise (GH) do hidrolisado proteico de aparas de filé de tilápia do Nilo em testes de 

temperatura (T), concentração enzimática (E) e pH, utilizando as enzimas Alcalase®, Neutrase® e Novo-

Pro D®. 

Ensaio 
Alcalase® Neutrase® Novo-Pro D® 

T E GH T pH GH T E GH 

1 34,0 0,3 43,18 30,0 5,4 33,04 40,0 0,4 46,95 

2 54,0 0,3 50,72 42,0 5,4 40,87 60,0 0,4 49,85 

3 34,0 0,9 52,17 30,0 6,2 37,53 40,0 1,2 50,14 

4 54,0 0,9 40,58 42,0 6,2 46,29 60,0 1,2 46,95 

5 29,9 0,6 57,09 27,5 5,8 32,84 35,9 0,8 52,75 

6 58,1 0,6 45,50 44,5 5,8 42,46 64,1 0,8 49,27 

7 44,0 0,1 36,81 36,0 5,2 34,58 50,0 0,2 46,08 

8 44,0 1,0 53,59 36,0 6,4 43,56 50,0 1,4 50,14 

9 44,0 0,6 58,55 36,0 5,8 45,01 50,0 0,8 54,49 

10 44,0 0,6 57,97 36,0 5,8 44,63 50,0 0,8 54,20 

11 44,0 0,6 60,58 36,0 5,8 44,78 50,0 0,8 55,36 

 

 

Otimização do processo de obtenção dos HPP’s 

Os graus de hidrólises (GH) nos hidrolisados proteicos de aparas de filé de tilápias 

(HPP) variaram entre 36,81 e 60,58% para Alcalase®; 32,84 e 46,29% para Neutrase® e 

46,08 e 55,36% para Novo-Pro D® (Tabela 2). 

  

  Na Tabela 4, os pontos estacionários são para temperatura (T, ºC), concentração 

de enzima (E, %) e pH. GHmax é o grau máximo de hidrólise estimado em pontos 



estacionários. Como esperado, os graus de hidrólises nos HPP, obtidos com os empregos 

de Alcalase®, Neutrase® e Novo-Pro D®, apresentaram relações de segunda ordem 

significativas (p<0.05) com as variáveis utilizadas no DCCR 22, com valores de R² 

superiores a 85%, e portanto, adequados para explicar a variabilidade dos dados (Joglekar 

and May, 1987). Todos os métodos empregados apresentaram valores máximos 

estimados acima de 50% de grau de hidrólise (GHmax). No entanto, a enzima Alcalase® 

foi mais eficiente na clivagem de proteína de aparas do filé de tilápia do Nilo, seguida 

pela enzima Neutrase® e Novo Pro-D® (Tabela 3). Também foram observadas 

superioridades da Alcalase® em relação à Neutrase® para a hidrólise de músculo de 

Oreochromis niloticus (Foh et al., 2010) e de C. niveatus  (Shen et al., 2012). Entretanto, 

Egerton et al. (2018), avaliando o emprego de diferentes enzimas na hidrólise de M. 

poutassou, constatou que a Alcalase® proporcionou menor GH em relação à Neutrase®, 

possivelmente devido condições de pH, temperatura, concentração enzimática e tipo de 

substrato, distintas das que foram exploradas na presente pesquisa. 

Tabela 4 - Estatísticas do modelo de superfície de resposta de segunda ordem (SO(x1, x2)) aplicado para 

otimização do grau de hidrólise em hidrolisado protéico de peixe (HPP) utilizando as enzimas Alcalase®, 

Neutrase® e Novo Pro-D®. 

Método F(5, 5) p R² Pontos estacionários GHmax 

Alcalase® 8.890 0.0158 0.8989 (T=39.93; E=0.677) 60.05 

Neutrase® 88.00 <0.0001 0.9888 
(T=39.46; 

pH=6.039) 
56.96 

Novo Pro-D® 8.343 0.0181 0.8930 (T=47.95, E=0.866) 54.76 

  

A temperatura afeta a velocidade de reação durante a clivagem da proteína, a 

energia de ativação da reação catalítica e a estabilidade térmica da enzima e do substrato 

(Shen et al., 2012). Segundo Shen et al. (2012), o GH aumenta com a temperatura até 

atingir um valor ótimo, acima do qual o GH começa a diminuir. Isto ocorre porque 

temperaturas mais elevadas interrompem a força que mantém a forma da molécula da 

enzima, que é gradualmente desnaturada, enquanto em temperaturas relativamente 

baixas, a taxa de reação enzimática é desacelerada, a energia cinética das moléculas 

diminui e as colisões entre elas são menos frequentes. Desta forma, o ótimo de 

temperatura para a atividade enzimática resulta da aceleração da reação e do aumento da 

desnaturação devido a elevação da temperatura (Whitaker 1994; Nelson and Cox 2014). 

Já a concentração da enzima pode afetar de diferentes formas a eficiência da 

reação enzimática com o substrato. Em termos gerais, a velocidade da reação enzimática 



aumenta com o incremento da concentração da enzima. Entretanto, na medida em que as 

reações ocorrem começa ocorrer inibição da atividade enzimática devido a formação de 

compostos que competem por ligações em sítios ativos ou sítios alostéricos da enzima e 

do substrato (Nelson and Cox, 2014). Além desta competição, ocorre a redução de 

substrato devido às sucessivas clivagens, o que aumenta a probabilidade de uma molécula 

inibidora se ligar à enzima (Nelson and Cox, 2014). 

Além da temperatura e da concentração da enzima, a atividade enzimática sofre a 

influência do pH. De acordo com Shen et al. (2012), condições elevadas ou reduzidas de 

pH causam diminuição na atividade da enzima, uma vez que o sítio ativo fica 

progressivamente distorcido, influenciando negativamente a função enzimática. Segundo 

Whitaker (1994), o pH age sobre o sítio ativo das enzimas, devido a interações 

hidrofóbicas e hidrofílicas, podendo reduzir a atividade da enzima de forma reversível ou 

até mesmo desnaturá-la. 

Assim, as relações polinomiais obtidas nos modelos de superfície de resposta 

indicam que os ensaios experimentais foram realizados adequadamente, permitindo 

identificar as condições ótimas com máximo GH para produção de HPP em relação aos 

fatores avaliados (Figura 2). 

O GH máximo estimado com o emprego da Alcalase®, 60,05% para temperatura 

de 39,93ºC e concentração de enzima de 0,677%, em 180 min de processo, foi 

relativamente superior à valores já reportados com o uso desta mesma protease. Também 

em processo de otimização de temperatura, concentração de enzima e pH, em hidrolisados 

gerados com músculo de tilápia-do-Nilo foi obtido 25,16% de GH (Roslan et al., 2014a), 

20,42% de GH a partir de coprodutos da tilápia (Roslan et al., 2015), 20,20% de GH a 

partir de coprodutos da tilápia (Roslan et al., 2014b), 25% de GH a partir de músculo de 

tilápia (Foh et al., 2010) e 34,73% de GH a partir de vísceras e carcaças de tilápia (Silva 

et al., 2014). Nossos resultados também foram superiores ao emprego da Alcalase® para 

hidrólise em outras espécies, como para o M. poutassou inteiro, que obteve 18% de GH 

(Egerton et al. 2018) e vísceras de atum K. Pelamis, com GH de 35% (Klomklao and 

Benjakul, 2016). Diante disto, constata-se que a hidrólise enzimática é fortemente afetada 

por diferentes condições operacionais do processo. 



   

 

Figura 2- Superfície de resposta gerado para o GH do HPP obtido utilizando Alcalase® (a), Neutrase® (b) e 

Novo-Pro D® (c). As linhas tracejadas indicam pontos estacionários.  
 

Apesar da superioridade do GH alcançado com a Alcalase® em relação às outras 

proteases, Shen et al. (2012) ressaltam a possibilidade de formação de produtos não 

atrativos. Isto ocorre porque com altos GH, ocorrem maiores formações de fenilalanina, 

peptídeos curtos e aminoácidos com grupos hidrofóbicos, que são os responsáveis por 

sabor amargo no produto, e nos quais estão os sítios ativos que geralmente a Alcalase® se 

liga. 

Ainda, Shen et al. (2012) avaliaram a aplicação, dentre outras enzimas, da 

Alcalase® e Neutrase® para a hidrólise de músculo de C. niveatus, obtendo GHs de 

hidrólise de 17,03 e 15,04%. Apesar da Neutrase® ter apresentado resultado inferior em 

termos de GH em relação à Alcalase®, os autores enfatizaram que em termos de sabor do 

produto final, a Neutrase® mostrou-se superior, devido à formação de alanina, ácido 



aspártico e ácido glutâmico, responsáveis pelos sabores umami e doce. Portanto, a escolha 

de uma enzima ou outra deve, além do GH, levar em consideração o objetivo de aplicação 

do produto final. 

Em relação a Neutrase®, as condições do processo de hidrólise de aparas do filé 

de tilápia-do-Nilo foram otimizadas em temperatura de 39,46ºC e pH de 6,039, resultando 

num GH máximo estimado em 56,96%, em 120 min de processo. Este máximo atingido 

é mais que o dobro relatado por Egerton et al. (2018) com o emprego desta enzima para 

a hidrólise de M. poutassou. Em estudo realizado por Foh et al. (2010), a hidrólise de 

músculo de tilápia-do-Nilo com aplicação da Neutrase® proporcionou apenas 5% de GH 

em 120 min de processo. Estas discrepâncias entre os GH’s reportados podem ser devido 

à temperatura e o pH acima dos ótimos determinados no presente estudo, afetando 

negativamente a eficiência da clivagem da proteína, mesmo sob maiores concentrações 

de enzimas. 

A Novo-Pro D® apresentou GHmax estimado próximo ao da Neutrase®, com 

54,76% para temperatura de 47,95ºC e concentração de enzima em 0,866%, em 60 min 

de processo. Existe pouca literatura científica sobre a enzima Novo-Pro D®. Sabe-se que 

se trata de uma endoprotease, e, portanto, age aleatoriamente sobre ligações peptídicas no 

interior da cadeia polipeptídica (Whitaker 1994). Além disso, possui atividade muito 

próxima, levemente inferior à atividade da enzima Alcalase®, embora esta tenha 

velocidade de reação inicial inferior à da Novo-Pro D® (Kamnerdpetch et al. 2007). Tanto 

o Novo-Pro D® quanto a Alcalase® são classificados como serina-proteases. Entretanto, 

Novo-Pro D® possui uma divisão preferida nos aminoácidos contendo anéis aromáticos 

e enxofre, nomeadamente, histidina, fenilalanina, triptofano e tirosina, enquanto a 

Alcalase® tem um amplo padrão, com clivagem preferencial nos aminoácidos aromáticos 

(Tavano 2013; Warglay and Karboune, 2016). 

Dentre as enzimas avaliadas para a obtenção dos HPP’s das aparas de filés de 

tilápia, a Novo-Pro D® foi a que apresentou maior velocidade de reação, sendo o mesmo 

constatado por Kamnerdpetch et al. (2007). Nas condições ótimas de processo com a 

enzima, o GH predito é de 54,76% em 60 min de hidrólise. Ao comparar os resultados da 

Alcalase® com os da Novo-Pro D®, nota-se que o processo é mais lento na primeira, ao 

passo que a segunda exige temperatura superior. Os dois fatores são limitantes na 

viabilidade de um processo para obtenção de HPP’s em escala industrial e ambos devem 

ser levados em consideração na escolha da enzima a ser empregada na produção. 



Ressaltamos que, para reafirmar os resultados previstos nas condições otimizadas, 

novos ensaios experimentais foram realizados (dados não mostrados), os quais 

corroboram as respostas previstas para o processo sob condições ótimas. Isso indica que 

a estratégia adotada para otimizar as condições de hidrólise enzimática e obter o maior 

GH empregada neste estudo foi bem-sucedida. 

  

4 Conclusão 

As três enzimas avaliadas apresentaram resultados promissores, com GHs acima 

de 50%, para a obtenção de HPP’s a partir de aparas do filé de tilápia-do-Nilo 

Oreochromis niloticus: 

- O processo de hidrólise com Alcalase® foi otimizado a 39,93ºC e 0,677% de 

concentração de enzima, gerando 60,05% de grau de hidrólise em 180 min, sob pH de 

7.5; 

- O processo de hidrólise com Neutrase® foi otimizado a 39,46ºC e pH 6,039, 

gerando 56,96% de grau de hidrólise em 120 min, sob concentração de enzima de 0.5%; 

- O processo de hidrólise com Novo-Pro D® foi otimizado a 47,95ºC e 0,866% de 

concentração de enzima, gerando 54,76% de grau de hidrólise em 60 min, sob pH de 7.5. 

Estudos relativos à caracterização nutricional, funcional e composição química 

devem ser realizados para conhecer a potencialidade de aplicação de cada um dos HPP’s 

desenvolvidos sob o processo otimizado. 
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Valorização de coprodutos de Oreochromis niloticus por hidrólise enzimática para 

obtenção de ingrediente de alto valor agregado para a indústria de alimentos 

 

Resumo 

Contexto: A produção de hidrolisados proteicos de peixe (HPPs) obtidos por meio de 

hidrólise enzimática destaca-se como tecnologia para agregar valor aos coprodutos do 

processamento de peixes resultando em produtos de alto valor biológico. O objetivo do 

presente experimento foi caracterizar os hidrolisados proteicos de peixe elaborados a 

partir de hidrólise enzimática de aparas de filé de Oreochromis niloticus, utilizando três 

diferentes enzimas: Alcalase®, Neutrase® e Novo-Pro D®.  

Materiais e Métodos: Foram analisados a cinética do processo de hidrólise nos tempos 

10, 20 30, 60, 120 e 180 min, as propriedades funcionais, solubilidade, capacidade de 

absorção de água e de óleo, higroscopicidade, atividade de água e cor, o conteúdo de 

minerais, por meio de fluorescência de raios X por reflexão total (TXRF), a composição 

química, através da espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier (FT-

IR), a estabilidade térmica, por meio da calorimetria diferencial de varredura e a 

distribuição do peso molecular, através da cromatografia de camada delgada (CCD) e 

eletroforese. 

Resultados: O HPP elaborado com a enzima Alcalase 2.4 L® se destacou dos demais 

quanto à solubilidade e teor de minerais superiores. Os HPPs elaborados com Alcalase 

2.4 L® e Novo-Pro D® demonstraram melhores resultados na cinética do processo de 

hidrólise, com a última se destacando em relação à velocidade inicial da reação. Os 

melhores resultados de luminosidade e de capacidade de absorção de óleo foram 

apresentados pelos HPPs elaborados com Alcalase 2.4 L® e Neutrase D®, com valores de 

L* de 90,76 e 90,31 e de absorção de óleo de 59,3 e 56,4%, respectivamente. A 

higroscopicidade foi menor para os HPPs elaborados com Neutrase D® e Novo-Pro D®, 

com valores de 22,04 e 22,46%, respectivamente. O HPP elaborado com a enzima 



Neutrase® se destacou dos demais quanto à capacidade de absorção de água, com valore 

de 132,9%. O conteúdo de P, Mg, Fe, Cu, Zn e Se foram superiores para o HPP com a 

Alcalase 2.4 L®. A análise de composição química revela a presença de grupos amina I, 

II e III, comprovando degradação da proteína em fragmentos menores e aminoácidos 

livres. A distribuição do peso molecular dos compostos revela o alto conteúdo de 

aminoácidos livres e proteínas de baixo peso molecular em todos os HPPs. 

Conclusão: Os HPPs elaborados a partir de aparas do filé de Oreochromis niloticus com 

as enzimas Alcalase 2.4 L®, Neutrase® e Novo-Pro D® apresentaram características 

satisfatórias em relação à cinética da reação enzimática, propriedades funcionais, 

conteúdo de minerais, estabilidade térmica e distribuição do peso molecular. Todos os 

HPPs demonstraram potencial para a utilização na indústria de alimentos, seja como 

alimento funcional ou como ingrediente de alto valor biológico para formulações 

especiais. 

Palavras-chave: enzima, protease, aminoácido, peptídeo, proteína, propriedades 

funcionais 

 

Introdução 

As recentes mudanças no estilo de vida das pessoas em escala global trouxeram 

consigo novas demandas que precisam ser atendidas no âmbito socioeconômico e 

tecnológico (FAO, 2022). Esse é o caso da alimentação, cujo principal objetivo deixou 

de ser apenas o fornecimento de nutrientes essenciais para a manutenção da vida e passou 

a concentrar-se na busca por maiores benefícios à saúde (Tadesse et al., 2023). 

É nesse contexto que o desenvolvimento e produção de alimentos funcionais 

ganha força. Destacam-se neste cenário alimentos ricos em aminoácidos essenciais e 

peptídeos de cadeia curta, que podem estar naturalmente presentes na matéria prima, 

formados durante o processamento, ou adicionados ao produto final (Tadesse et al., 

2023). 

Desta forma, a aquicultura destaca-se como fonte de coprodutos de elevado valor 

biológico a ser explorada, principalmente por ser abundante em proteínas e conter todos 

os aminoácidos essenciais (Yathisha et al., 2022). Além disso, apresenta elevado volume 

de geração de coprodutos, que pode chegar a 70% do peso vivo do animal (FAO, 2022). 



Dentre esses coprodutos encontram-se carcaças, cabeças, peles, escamas, aparas 

de filé, entre outros. A possibilidade de agregação de valor a esses coprodutos vem 

despertando o interesse da indústria devido ao conteúdo biológico dessas matérias-primas 

(FAO, 2022). O emprego de biotecnologias, em especial a hidrólise enzimática, vem 

sendo difundido a fim de recuperar a proteína de coprodutos de origem animal (Gao et 

al., 2021; Maluf et al., 2020; Zhang et al., 2023) 

A produção de hidrolisados proteicos  de peixe (HPPs) obtidos por meio de 

hidrólise enzimática vendo sendo objeto de estudos recentes, devido ao seu custo de 

fabricação relativamente baixo, elevado valor nutricional, propriedades funcionais 

adequadas à aplicação na indústria de alimentos, além de potencial para a obtenção de 

peptídeos com atividades biológicas específicas (Hamed et al., 2022; Hassan et al., 2019; 

Tadesse et al., 2023; Taktak et al., 2021; Yathisha et al., 2022; Zhang et al., 2023). 

A hidrólise via proteases cliva ligações peptídicas, transformando cadeias 

proteicas de alto peso molecular em moléculas menores e aminoácidos livres aumentando 

a reatividade e melhorando as propriedades funcionais das proteínas, (Tadesse et al., 

2023; Zhang et al., 2023; Maluf et al., 2020;). 

O emprego de enzimas no processo de obtenção de hidrolisados proteicos torna-

se atrativo devido às condições amenas em que as reações ocorrem, minimização de 

produtos indesejáveis, qualidade e alto rendimento do produto final, além da 

possibilidade de controle das condições do processo para obtenção de produtos 

alimentícios com características e finalidades específicas (Maluf et al., 2020) 

A formulação de um produto alimentício funcional depende não apenas da 

qualidade nutricional de seus ingredientes, mas também das propriedades estruturais, 

funcionais e bioativas dos mesmos. A maioria das proteínas íntegras não exibe 

funcionalidades desejáveis e bioatividades necessárias para desenvolver produtos 

alimentares funcionais, portanto, sua modificação para melhorar essas propriedades 

precisa ser abordada (Yathisha et al., 2022). 

O grau de hidrólise (GH) influencia diretamente o peso molecular, propriedades 

funcionais, tipo e teor de peptídeos bioativos dos HHPs, bem como seu valor nutricional. 

Estudos relatam que quanto maior o GH, maior é o valor nutricional do produto e a 

presença de peptídeos com atividade antioxidante (Yathisha et al., 2022).  



Diante do exposto, o objetivo do presente experimento foi caracterizar os 

hidrolisados proteicos de peixe elaborados a partir de hidrólise enzimática de aparas de 

filé da tilápia, Oreochromis niloticus, utilizando três diferentes enzimas: Alcalase®, 

Neutrase® e Novo-Pro D®. 

 

Materiais e Métodos 

Matéria-prima  

Os Hidrolisados Proteicos de Peixe (HPPs) foram elaborados a partir de aparas de 

filé de O. niloticus fornecidas por um frigorífico de Toledo – Paraná - Brasil. Os animais 

abatidos foram obtidos de lotes de machos criados em tanques escavados em sistema de 

confinamento semi-intensivo. O ciclo de criação foi de abril a novembro, com 

temperatura média da água de 24 °C. A ração fornecida continha 32% de proteína bruta 

e o peso médio de abate foi de 700 g. As aparas foram moídas em moinho elétrico com 

peneira de 5 mm, separadas em pacotes de 2 kg e armazenadas por congelamento a -18°C 

até utilização na preparação de hidrolisados. 

 

Enzimas 

Todas as enzimas empregadas na elaboração dos HPPs são endoproteases e foram 

disponibilizadas pela Novozymes Latin America Ltda. A Alcalase 2.4L® é uma serina-

protease obtida do B. licheniformis, tendo como principal componente a subtilisina 

Carlsberg. Sua atividade específica é de 2,4 Unidades Anson/g. 

A Neutrase® é produzida por B. amyloliquefaciens. É uma metaloprotease e requer 

íons zinco para atividade. Esta enzima hidrolisa aleatoriamente ligações peptídicas. É 

empregada no aprimoramento do sabor de proteínas animais e vegetais. 

A Novo-Pro® D® é obtida a partir do B. licheniformis geneticamente modificado. 

É usado principalmente no processamento de proteínas animais para a indústria pet. A 

atividade específica declarada pelo fabricante é de 16 quilos de novas unidades de 

protease (KNPU-S)/g. 

 

Conteúdo proteico da matéria-prima 



A matéria-prima foi caracterizada quanto ao teor de proteína total (928,08) 

(AOAC, 2016; Brasil, 2019). O as análises foram realizadas em triplicata. 

 

Elaboração dos Hidrolisados Proteicos de Peixe (HPPs) 

Os Hidrolisados Proteicos de Peixe (HPPs) foram preparados em um reator 

experimental revestido com banho termostático (Figura 3). Foram utilizados 2 kg de 

matéria-prima e 20% de água para o preparo de cada substrato. O pH, a temperatura, a 

concentração da enzima e o tempo de hidrólise foram ajustados de acordo com as 

condições específicas pré-determinadas em experimento anterior para cada enzima. O pH 

foi ajustado utilizando solução anidra de carbonato de sódio a 10%. Então, a enzima foi 

adicionada à suspensão com agitação constante. Ao final do processo de hidrólise, a 

enzima foi inativada em banho-maria termostático a 90°C por 20 min. O produto foi então 

resfriado em banho de gelo e o conteúdo hidrolisado foi armazenado a -4°C. 

 

Figura 3 - Da esquerda para a direita, reator experimental e banho termostático e agitador mecânico. 

  

 

Pré-ensaios 

Para a elaboração dos HPPs avaliados no presente estudo foram realizados pré 

ensaios para a determinação dos parâmetros otimizados para cada enzima empregada na 

hidrólise de aparas de Oreochromis niloticus (Finkler et al., 2022). A hidrólise com 

Alcalase® foi otimizada a 39,93ºC e 0,677% de concentração de enzima, gerando 60,05% 

de grau de hidrólise em 180 min, sob pH de 7,5. Já o processo com Novo-Pro D® foi 

otimizado a 47,95°C e 0,866% de concentração de enzima, gerando 54,76% de grau de 

hidrólise em 60 min, sob pH de 7.5. Enquanto isso, a hidrólise com Neutrase® foi 

otimizada a 39,46°C e pH 6,039, gerando 56,96% de grau de hidrólise em 120 min, sob 

concentração de enzima de 0,5%. 



 

Ensaios 

Novos ensaios foram conduzidos sob as condições de hidrólise enzimática 

previamente otimizadas. Os HPPs obtidos com o emprego das enzimas Alcalase®, 

Neutrase® e Novo-Pro D® foram avaliados segundo a cinética da hidrólise, propriedades 

funcionais, e composição elementar, distribuição do peso molecular e estabilidade 

térmica. 

 

Cinética da hidrólise enzimática 

Para fins de comparação, a duração dos ensaios de hidrólise com o emprego de 

Alcalase®, Neutrase® e Novo-Pro D® foi de 180 min, tempo máximo pré-determinado 

para alcançar o máximo grau de hidrólise (GH) do HPP elaborado com a enzima 

Alcalase®. Durante o processo, foram colhidas amostras dos HPPs antes da adição da 

enzima e nos tempos 10, 20, 30, 60, 120 e 180 min, para determinação do GH (Figura 4).  

 

Figura 4 - Amostra colhida durante o ensaio de cinética da hidrólise enzimática. 
 

Os valores obtidos para o GH em triplicatas foram avaliados com a análise de 

variância bifatorial para as fontes de variação Tempo e Enzima, ao nível de significância 

de 5%. 

 

Proteína solúvel e Grau de Hidrólise (GH) 

Para a determinação do teor de proteína solúvel, uma alíquota de 10 ml de cada 

amostra foi centrifugada (Excelsa Baby I Centrifugar) a 3023 g durante 20 min. O 

sobrenadante foi coletado, diluído com ácido tricloroacético (TCA) 6,25% na proporção 

de 1:1, e deixado em repouso por 30 min. Após a precipitação do material insolúvel em 



TCA, as amostras foram filtradas através do filtro Whatman No. 40 para remover 

impurezas. O teor de proteína solúvel foi determinado de acordo com Lowry et al. (1951) 

usando um espectrofotômetro em comprimento de onda de 750 nm. Os valores obtidos 

foram expressos em miligramas de albumina. O GH foi estimado conforme descrito por 

Hoyle e Merritt (1994) e Liceaga-Gesualdo e Li-Chan (1999), que relaciona as proteínas 

solubilizadas em TCA presentes na amostra e as proteínas totais inicialmente presentes 

na matéria-prima (equação 1). 

Equação 1  

GH (%) = 
𝑃𝑆

𝑃𝑇
  x 100 

onde GH é o grau de hidrólise, PS é a proteína solúvel de HPP (mg/g) e PT é a proteína 

total do substrato (mg/g). 

 

Secagem em spray dryer 

A secagem dos HPPs foi realizada em spray dryer de escala laboratorial (MSDi 

1.0, Labmaq do Brasil) (Figura 5), no Laboratório de Operações Unitárias e Fenômenos 

de Transporte da Universidade Tecnológica Federal do Paraná situado no campus 

Medianeira – PR. A operação de secagem foi conduzida sob condições constantes de 

pressão do compressor do ar de secagem (4 bar), vazão de ar comprimido de 45 L min-1, 

temperatura do ar de 130°C, vazão de alimentação de 0,54 L h-1 mantido por uma bomba 

peristáltica. A solução de alimentação foi mantida sob agitação em condições ambientes. 

O diâmetro de saída do ar no sistema foi de 0,2 mm em bico fluido e a temperatura de 

saída foi de 66°C. O produto seco foi recolhido no final do ciclone em recipientes de vidro 

hermeticamente fechados e armazenados a 4°C.  



 

Figura 5 - Spray Dryer utilizado para realização da secagem dos HPPs. 
 

Propriedades Funcionais  

Solubilidade 

A solubilidade foi determinada conforme Glória e Regitano-d’Arce (2000) e Morr 

et al. (1985), com modificações. Foram dispersos 0,2 g do HPP em 40 mL de água 

destilada (m/v) e agitados em agitador magnético (NOVA, Modelo NI 1101) por 10 min. 

Em seguida, o pH foi ajustado em 4, 6 e 8 adicionando-se HCl 2,0 mol L-1 ou NaOH 2,0 

mol L-1. Posteriormente, a amostra foi transferida para tubos graduados tipo Falcon de 50 

mL e centrifugada a 4097 g (25ºC) por 15 min (Cientec, CT 5000-R, São Paulo, Brasil). 

Da mesma forma, foi elaborada uma amostra controle a qual não foi submetida ao ajuste 

de pH nem a centrifugação. Os conteúdos de proteínas dos sobrenadantes obtidos durante 

a centrifugação e da solução controle foram determinados de acordo com Lowry et al. 

(1951) utilizando como padrão solução de albumina 1,5 g L-1 sendo que as absorbâncias 

foram medidas em espectrofotômetro (PerkinElmer, UV-Vis Lambda XLS HP9 2FX,) a 

730 nm. Os resultados foram expressos pelo percentual de solubilidade das amostras 

(equação 2). 

Equação 2 

S (%) = 
𝑃𝑆𝑠𝑜𝑏𝑟𝑒𝑛𝑎𝑑𝑎𝑛𝑡𝑒

𝑃𝑆𝑠𝑜𝑙𝑢çã𝑜𝑐𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙𝑒
 x 100 

onde S é a solubilidade e PS é a proteína solúvel em (mg/g). 

Os valores obtidos para a solubilidade, em triplicatas, foram avaliados com a 

análise de variância bifatorial para as fontes de variação pH e Enzima, ao nível de 

significância de 5%. 



 

Capacidade de Absorção de Água (CAágua) 

A Capacidade de Retenção de Água (CAágua) foi determinada de acordo com a 

metodologia de Köhn et al. (2015), com modificações. Os ensaios foram conduzidos em 

tubos graduados tipo Falcon de 15 mL com volume total de 5,0 mL de solução tampão 

fosfato de sódio 0,01 mol L-1 e 1 g de cada amostra. Em seguida, foi realizada a agitação 

das amostras em Vortex (Logen, LSM56-4, São Paulo, Brasil) seguido pelo repouso por 

30 min e centrifugação a 1775 g (25ºC) por 15 min (Cientec, CT 5000-R, São Paulo, 

Brasil). O sobrenadante obtido foi escorrido cuidadosamente sobre vidro relógio por 20 

min. Por fim, pesou-se o tubo com o resíduo em balança analítica (Marte, AW220, São 

Paulo, Brasil). Os resultados foram determinados conforme a equação 3 e expressos em 

g de água absorvido por 100 g (%) de FPP. 

Equação 3 

CAágua (%) =
Á𝑔𝑢𝑎𝑎𝑏𝑠𝑜𝑟𝑣𝑖𝑑𝑎(𝑔)

𝑃𝑒𝑠𝑜𝑖𝑛𝑖𝑐𝑖𝑎𝑙𝑑𝑎𝑎𝑚𝑜𝑠𝑡𝑟𝑎(𝑔)
 x 100 

Os valores obtidos para a CAágua em triplicatas foram avaliados com a análise de 

variância unifatorial para a fonte de variação Enzima, ao nível de significância de 5%. 

 

Capacidade de Absorção de Óleo (CAóleo)  

Para a análise de Capacidade de Absorção de Óleo (CAóleo) foi utilizada a 

metodologia de Lin, Humbert e Sosulski (1974), com algumas adaptações. Os ensaios 

foram conduzidos em tubos graduados tipo Falcon de 15 mL com volume total de 5,0 mL 

de óleo de soja e 1 g de amostra. Primeiramente, foi realizada a agitação da amostra em 

Vortex (Logen, LSM56-4, São Paulo, Brasil), seguido pelo repouso por 30 minutos. Em 

seguida, a amostra foi centrifugada a 1775 g (25ºC) por 15 min (Cientec, CT 5000-R, São 

Paulo, Brasil) e o sobrenadante foi escorrido cuidadosamente sobre vidro relógio por 20 

min. Por fim, pesou-se o tubo com o resíduo em balança analítica (Marte, AW220, São 

Paulo, Brasil). Os resultados foram determinados conforme a equação 4 e expressos em 

g de óleo absorvido por 100 g de HPP (%). 

Equação 4 

CAóleo (%) = 
Ó𝑙𝑒𝑜𝑎𝑏𝑠𝑜𝑟𝑣𝑖𝑑𝑜(𝑔)

𝑃𝑒𝑠𝑜𝑖𝑛𝑖𝑐𝑖𝑎𝑙𝑑𝑎𝑎𝑚𝑜𝑠𝑡𝑟𝑎(𝑔)
 x 100 



Os valores obtidos para a CAóleo em triplicatas foram avaliados com a análise de 

variância unifatorial para a fonte de variação Enzima, ao nível de significância de 5%. 

 

Higroscopicidade 

A higroscopicidade foi determinada conforme descrito por Silva et al. (2008) e 

Tonon et al. (2010) com modificações. Aproximadamente de 1 g de amostra foi pesada 

em células de vidro boro, previamente seco a 105 ± 2,0°C por 3 horas em estufa com 

circulação e renovação de ar forçada. Logo após, foram resfriados em dessecador com 

sílica gel até temperatura ambiente de 25 ± 1,0°C. As células foram levadas para um 

dessecador contendo atmosfera com 75% de umidade relativa, mantida por uma solução 

de cloreto de sódio PA., 40%. As células permaneceram por 7 dias e a massa final foi 

pesada e a porcentagem de higroscopicidade determinada conforme equação 5. Os 

resultados foram expressos em g H2O g-1 da matéria seca. 

Equação 5 

Higroscopicidade (%) = 
(𝑓+𝐻)

(𝑖−𝐻)
  x 100 

Onde f é a água adicionada; i é a massa inicial da amostra em (g); e H é a massa de água 

contida na amostra inicial em (g) 

Os valores obtidos para a CAóleo em triplicatas foram avaliados com a análise de 

variância unifatorial para a fonte de variação Enzima, ao nível de significância de 5%. 

 

Atividade de água (Aw) 

Uma pequena quantidade de cada amostra foi colocada até cobrir o fundo de uma 

cápsula circular de polietileno. Em seguida, a cápsula foi inserida no equipamento 

Aqualab CX-2 T Braseq (Figura 6). A leitura foi feita automaticamente alguns minutos 

após o rastreamento de toda a amostra pelo equipamento. 

Os valores obtidos para a atividade de água (Aw), em triplicatas, foram avaliados 

com a análise de variância unifatorial para a fonte de variação Enzima, ao nível de 

significância de 5%. 



 

Figura 6 - Aqualab CX-2 T Braseq. 
 

Cor 

A cor foi avaliada utilizando colorímetro portátil Konica Minolta Sensing (Figura 

7). Os resultados foram expressos em L*, a*, b*, em que L* (luminosidade ou brilho) 

variando de (0) preto ou (100) branco, croma a* (-60) verde e (+60) vermelho e para 

croma b* (-60) azul ao (+60) amarelo, conforme descrito por Dias e Leonel (2006). Os 

resultados obtidos, em triplicatas, foram avaliados com a análise de variância unifatorial 

para a fonte de variação Enzima, ao nível de significância de 5%. 

 

Figura 7 - Colorímetro portátil Konica Minolta Sensing. 
 

 

Composição elementar química  

A concentração dos elementos químicos presentes nos HPPs foi determinada a 

partir da técnica analítica de fluorescência de raios X por reflexão total (TXRF), 

utilizando o equipamento Bruker, Modelo: S2 PICOFOX  a partir de uma fonte de 

molibdênio incidindo raios X sobre a amostra com energia de 20 KV durante 1000 s, 

conforme Espinoza-Quiñones et al. (2015). As amostras dos HPPs após a secagem 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 μL 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. 

 

Espectroscopia no Infravermelho por Transformada de Fourier (FT-IR). 

Para as análises das amostras na região do infravermelho, foi realizada a varredura 

no intervalo comprimento de onda de 4000 a 650 cm-1 utilizando o módulo de refletância 

total atenuada (ATR) em um equipamento FTIR Perkinelmer Frontier Spectrum 100 

(PerkinElmer Frontier). Os dados obtidos foram analisados pelo software OriginPro 8.0. 

 

Peso molecular 

Para avaliação do peso molecular dos componentes das amostras, foram 

realizados ensaios de eletroforese em gel de poliacrilamida em condições desnaturantes 

(SDS-PAGE) e cromatografia de camada delgada (CCD). 

Para os ensaios de SDS-PAGE, os ensaios foram realizados em condições 

desnaturantes como descrita por Laemmli (1970) usando gel na concentração de 12,5% 

de acrilamida. A coloração do gel foi realizada por Coomassie Brillant Blue R-250 0,5% 

(p/v) em metanol:água:ácido acético (42:42:16 v/v/v). Os marcadores de massa molecular 

utilizados foram as proteínas: Fosforilase b (97 kDa), Albumina (66 kDa), Ovoalbumina 

(45 kDa), Anidrase Carbônica (30 kDa), Inibidor da tripsina (20,1 kDa) e α-lactalbumina 

(14,4 kDa). 

Os HPPs também foram analisados por Cromatografia de Camada Delgada 

comparativa de sílica eluída no sistema de solventes clorofórmio/metanol/água (5:4:1) e 

revelada com ninidrina para investigação de ácidos aminados. Foram aplicados 5 

microlitros por amostra. 

 

Calorimetria diferencial de varredura (DSC). 

As análises de calorimetria diferencial de varredura dos HPPs foram feitas de 

acordo com a metodologia descrita por Fritzen-Freire et al. (2012), com modificações. 

Amostras de aproximadamente 2,00 mg foram acondicionadas em cadinhos de alumínio 

fechados. As amostras foram aquecidas de 30°C a 300°C com rampa de aquecimento de 



10°C min-1 e mantido sob fluxo constante de N2 (20 mL min-1). As análises de DSC foram 

realizadas em equipamento DSC 60 da marca SHIMADZU. Os dados obtidos foram 

analisados pelo software OriginPro 8.0. 

 

Resultados e Discussão 

 

Cinética da hidrólise enzimática 

A cinética enzimática é a avaliação do mecanismo pelo qual as enzimas ligam 

substratos e os transformam em produtos. O resultado da curva cinética para os HPPs 

obtidos a partir da hidrólise de aparas de Oreochromis niloticus com o emprego de 

Alcalase®, Neutrase® e Novo-Pro D® está apresentado na Figura 8. 

 

Figura 8 - Cinética do processo de hidrólise dos HPP’s elaborados a partir de aparas do filé de 

Oreochromis niloticus com as enzimas Alcalase 2.4 L® (A), Neutrase® (N) e Novo-Pro D® (P). 

Verifica-se a interação significativa (p<0,05) entre os fatores tempo e enzima 

sobre o GH. A enzima Novo-Pro D® demonstra uma velocidade inicial de reação maior 

do que as demais enzimas, especialmente nos primeiros 30 minutos de processo, enquanto 

a enzima Neutrase® apresenta uma reação mais lenta e menor GH do produto. A 

estabilidade do processo de bioconversão é atingida a partir dos 60 minutos pela enzima 

Novo-Pro D® enquanto as enzimas Alcalase® e Neutrase® atingem seu máximo GH até 

os 180 e 120 minutos de hidrólise, respectivamente. Analisando a reação em termos de 

aplicação industrial e os pontos de inflexão da curva com 60 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 (Maluf et al., 2020). 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). 

Propriedades Funcionais 

Solubilidade 

Observa-se o efeito de interação significativa (p<0,05) entre pH e enzima sobre a 

solubilidade dos HPPs ().  

 

Figura 9 - Solubilidade dos HPP’s elaborados a partir de aparas do filé de Oreochromis niloticus com as 

enzimas Alcalase 2.4 L® (A), Neutrase® (N), Novo-Pro D® (P) e matéria prima (MP).. 
 

Todos os hidrolisados eram solúveis na faixa de pH estudada, com diferentes 

percentuais de solubilidade. A solubilidade da proteína hidrolisada está diretamente 

relacionada ao GH, enzima utilizada, pH, tempo de processo e tipos de substrato 

(Korkmaz et al., 2021). Quanto maior é o incremento do GH, maior é a solubilidade de 

um HPP (Amiza et al., 2012). Os resultados indicam maior percentual de solubilidade do 

HPP desenvolvido a partir da enzima Alcalase 2.4 L®. É relatado que a Alcalase 2.4 L® 

permite obter HPPs com melhores propriedades funcionais em relação à Neutrase® (N) 

(Korkmaz et al., 2021). 

A alta solubilidade dos HPPs indica aplicações potenciais na indústria de 

alimentos, já que muitas outras propriedades funcionais como formação e estabilidade de 
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emulsão e espuma são afetadas positivamente pelo incremento da solubilidade (Taktak et 

al., 2021). 

Interações hidrofóbicas promovem a interação proteína-proteína, resultando na 

diminuição da solubilidade, enquanto interações iônicas promovem interações proteína-

água e resultam em maior solubilidade (Korkmaz et al., 2021). A alta solubilidade da 

proteína hidrolisada ocorre devido à clivagem da proteína em peptídeos menores que 

geralmente apresentam solubilidade aumentada (Hassan et al., 2019; Kumoro et al., 2022) 

 

Capacidade de Absorção de Água (CAágua)  

Neste estudo, observou-se que a CAágua dos HPPs preparados a partir de aparas do 

filé de Oreochromis niloticus com as enzimas Alcalase 2.4 L® (A), Neutrase® (N) e Novo-

Pro D® (P) foram significativamente diferentes (p < 0,05), como pode ser observado na 

Figura 10 

 

Figura 10 - Absorção de Água (CAágua) e Capacidade de Absorção de Óleo (CAóleo) dos HPP’s elaborados 

a partir de aparas do filé de Oreochromis niloticus com as enzimas Alcalase 2.4 L® (A), Neutrase® (N) e 

Novo-Pro D® (P). 
 

O HPP elaborado com a enzima Neutrase® apresentou valor de CAágua muito 

superior em relação às enzimas Alcalase 2.4 L® e Novo-Pro D®. As propriedades 

funcionais das proteínas dependem em parte da interação água-proteína e de quão bem a 

proteína se liga e retém a água um sistema alimentar. A CAágua está relacionada à 

capacidade da proteína em absorver e reter a água contra a ação da força gravitacional 

(Shahidi, 1994). Esta capacidade depende da força da matriz proteica do produto, como 



a formação de géis, correlacionada positivamente com a força de ligação das moléculas 

de água (Hassan et al., 2019). 

 

Capacidade de Absorção de Óleo (CAóleo)  

A CAóleo é uma propriedade funcional importante em ingredientes utilizados em 

alimentos cárneos e confeitaria. Isso ocorre devido aos efeitos do aprisionamento físico 

do óleo em combinação com a hidrofobicidade do ingrediente. A hidrofobicidade dos 

HPPs se desenvolve devido à lise das cadeias proteicas, expondo mais grupos 

hidrofóbicos internos (Mohanty et al., 2021). As médias dos valores de CAóleo dos HPPs 

elaborados a partir de aparas do filé de Oreochromis niloticus com as enzimas Alcalase 

2.4 L®, Neutrase® e Novo-Pro D® foram significativamente diferentes (p < 0,05). O 

hidrolisado obtido com Alcalase 2.4 L® teve a maior CAóleo entre os demais hidrolisados.  

Resultados diferentes destes foram observados em estudo com HPP elaborado a 

partir de vísceras de Pangasianodon hypophthalmus, onde a maior CAóleo foi observada 

no hidrolisado com menor GH (Hassan et al., 2019). A CAóleo é influenciada por uma 

série de fatores como, a gordura presente no substrato, o grau de hidrólise e a 

especificidade da enzima. Esses resultados parecem estar ligados à especificidade das 

proteínas como substrato para a enzima e ao tempo de processamento, que pode ter 

exposto a proteína nativa de formas diferentes à clivagem dos peptídeos, formando 

compostos com capacidade de aprisionamento do óleo e hidrofobicidade diferentes em 

cada produto. 

 

Higroscopicidade 

Como pode ser observado na figura 10, os valores médios de higroscopicidade 

dos HPPs elaborados a partir de aparas do filé de Oreochromis niloticus com as enzimas 

Alcalase 2.4 L®, Neutrase® e Novo-Pro D® apresentaram diferença significativa (p<0,05). 

O HPP obtido com a enzima Alcalase 2.4 L® apresentou o maior valor para 

higroscopicidade, enquanto a Neutrase® proporcionou o menor valor entre as enzimas 

avaliadas. Mais uma vez, a propriedade em questão é influenciada pela enzima utilizada, 

tempo de processo, tipo de substrato e hidrofobicidade do produto. Além disso, quanto 

maior a superfície de contato, maior será o contato com a água. Peptídeos de cadeias 



curtas e aminoácidos livres podem apresentar algumas desvantagens como instabilidade 

química, sabor amargo e alta higroscopicidade sob a influência da temperatura, luz e 

oxigênio (Taktak et al., 2021). A higroscopicidade de produtos em pó interfere 

diretamente na estratégia de armazenamento, transporte e embalagem de produtos em 

larga escala, seja na indústria alimentícia, farmacêutica ou outra. Essa característica está 

ligada também ao fluxo de materiais granulares e à eficiência de equipamentos destinados 

ao manuseio destes produtos, influenciando nos fenômenos de deslizamento e 

aglomeração (Juarez-Enriquez et al., 2017).   

 

Atividade de água (Aw) 

Os HPPs não apresentaram diferença significativas para a Atividade de Água 

(Aw), como apresentado na Figura 11. A atividade de água (Aw) fornece dados 

importantes, principalmente para definir estratégias de armazenamento e determinação 

do tempo de prateleira dos produtos. Quanto menor for a Aw, mais lentas serão as reações 

bioquímicas e com isso, menor mobilidade de atividade enzimática. A Aw pode sofrer 

alterações conforme o tempo e a temperatura. A um tempo de secagem fixo, a Aw 

aumenta com a diminuição da temperatura e, quando a temperatura é fixada, a Aw 

diminui com o aumento de tempo para secagem (Shahidi, 1994).  

 

Figura 11 - Higroscopicidade e Atividade de Água (Aw) dos HPP’s elaborados a partir de aparas do filé 

de Oreochromis niloticus com as enzimas Alcalase 2.4 L® (A), Neutrase® (N) e Novo-Pro D® (P). 
 



Cor 

Os valores de luminosidade (L*) (variação entre 85,46 a 90,76), a* (variação entre 

-5,56 a -4,63) e b* (variação entre 15,11 a 17,84) de todos os HPPs apresentaram 

diferenças significativas (p<0,05), como apresentado na Figura 12. O HPP obtido com a 

enzima Novo-Pro D® apresentou menor luminosidade em relação as demais HPPs. O 

brilho mais intenso indica maior retenção da proteína íntegra nos produtos (Foh et al., 

2012). Ao mesmo tempo, o valor de esverdeamento (a*) do HPP obtido com a mesma 

enzima foi inferior aos demais HPPs. Por outro lado, os valores de amarelecimento (b*) 

diferiram significativamente entre si, sendo amarelo mais evidente no HPP obtido com a 

enzima Novo-Pro D®, seguida da Alcalase 2.4 L®, Neutrase®.  

Os valores de luminosidade neste estudo se assemelham aos encontrados para 

HPPs de Labeobarbus nedgia e Hypophthalmichthys nobilis obtidos com proteases 

porém, a* é levemente inferior e b* levemente superior no presente estudo. (Alahmad et 

al., 2022; Tadesse et al., 2023). Fatores que influenciam na cor objetiva dos HPPs são o 

tamanho da cadeia dos peptídeos e sequência de aminoácidos, o teor de mioglobina e 

hemoglobina nas diferentes espécies de peixes, os tipos de enzimas empregadas no 

processo e a proporção entre enzima e substrato (You et al., 2009; Alahmad et al., 2022; 

Tadesse et al., 2023). 

 

Figura 12 - Perfil de cores dos HPP’s elaborados a partir de aparas do filé de Oreochromis niloticus com 

as enzimas Alcalase 2.4 L® (A), Neutrase® (N) e Novo-Pro D® (P). 
 

Caracterização química elementar 



O conteúdo de minerais dos HPPs é mostrado na Tabela 5. Observa-se alto teor 

dos minerais P, K, Ca, Fe, Cu e Zn. Os resultados mostram que os HPPs podem ser fontes 

de importantes micronutrientes que precisam ser adquiridos através da suplementação 

alimentar. O valor de Ca observado no HPPs obtido com a enzima Alcalase 2.4 L® é 

bastante inferior aos demais HPPs, enquanto os valores de Mn Fe, Cu, Zn e Se são 

superiores. Essas diferenças podem ocorrer pelo suposto efeito quelante de compostos 

formados ao longo do processo de hidrólise.  

 

Tabela 5 - Conteúdo de minerais dos HPPs elaborados a partir de aparas do filé de Oreochromis niloticus 

com as enzimas Alcalase 2.4 L®, Neutrase® e NovoPro D®. 

Elementos 
Nome 

estrutura 

Hidrolisado Proteico de Peixe 
IDR* 

A (mg) N (mg) P (mg) 

P Fósforo 7360,43 3619,54 3600,45 800 - 1200 

K Potássio 6658,74 9148,82 10425,67 3500 

Ca Cálcio 218,43 879,46 552,61 800 - 1200 

Cr Cromo <2,78 <2,75 <3,27 0,05 - 0,02 

Mn Manganês 6 <2,25 <2,66 2 - 5 

Fe Ferro 737,08 53,05 33,27 15 

Cu Cobre 45,93 19,26 12,11 1,5 - 3 

Zn Zinco 171,52 23,77 15,7 12 - 15 

Se Selênio 1,28 <0,67 <0,77 0,05 - 0,07 
*IDR: Ingestão Diária Recomendada. 

 

Espectroscopia no Infravermelho por Transformada de Fourier (FT-IR) 

Peso molecular 

A figura 12 apresenta o resultado do espectro FTIR dos hidrolisados proteicos e 

da matéria prima. Com base no espectro (Figura 13) pode-se observar as áreas de absorção 

do grupo amida em 1624 cm-1 (amina I), 1530 cm-1 (amina II) e 1388 cm-1 (amina III). A 

banda em 2922-2854 cm-1 corresponde a ligação C-H em alcanos. A banda da amida I é 

determinada pela deformação axial do grupo carbonila C=O em 1744 cm-1. Em 

contrapartida, a banda da amina II, uma amina secundária (banda de 1570-1515 cm-1), é 

originada da deformação angular da ligação N-H. A banda da amina III é resultado da 

deformação axial da ligação C-N e N-H, e também da presença do grupo carbonila C=O 

(Parker, 1971).  

As regiões de absorção das amidas I e II de todos os hidrolisados apresentam uma 

diferença na banda. Essa discrepância nas bandas pode ser atribuída as diferentes 



condições das hidrólises enzimáticas, como a temperatura, tempo de hidrólise, 

concentração da enzima e na configuração da proteína obtida dos diferentes hidrolisados 

(Alahmad et al., 2023). Além disso, as bandas da amina I e II são sensíveis a estrutura 

secundária da proteína, que podem ser afetadas principalmente pelo tipo de enzima e da 

temperatura do ensaio (Noman et al., 2023). De acordo com Baltacıoglu, Bayındırlı e 

Severcan (2017), as bandas das aminas I e II podem diminuir com o aumento da 

temperatura do ensaio. 

 

Figura 13 - Espectros FTIR dos HPP’s elaborados a partir de aparas do filé de Oreochromis niloticus com 

as enzimas Alcalase 2.4 L® (A), Neutrase® (N) ,e Novo-Pro D® (P) e matéria prima (MP). 

 

Calorimetria diferencial de varredura (DSC) 

A Figura 14 mostra a análise de DSC para as diferentes amostras. A partir do 

gráfico, é possível observar que as propriedades térmicas da MP foram afetadas pela 

hidrólise enzimática. A desnaturação de proteínas é observada pelo pico endotérmico no 

gráfico (Leon et al., 2003), sendo assim, a temperatura de desnaturação (Tp) pode ser 

utilizada como análise para estabilidade térmica das proteínas (Liu et al., 2020). A Tp da 

MP obtida pelo DSC foi 72,68ºC, enquanto a Tp das hidrólises com as enzimas Alcalase 

(A), Neutrase (N) e NovoPró D (P) foram de, respectivamente, 69,57ºC, 60,62ºC e 

76,93ºC, indicando que a hidrólise da MP feita com a enzima P tem uma melhor 

estabilidade térmica da proteína em relação aos demais ensaios.  



O controle de temperatura, tempo, pH, concentração do substrato e atividade da 

enzima são importantes fatores para o sucesso da hidrólise enzimática. Entretanto, quando 

essas condições não são ideais para a enzima e o substrato, ocorrerá a desnaturação da 

proteína, e assim, o fim da hidrólise (Mora e Toldrá, 2023). Quanto maior for o tempo de 

tratamento das amostras, menor será a sua temperatura de desnaturação (Batista et al., 

2009). A maior temperatura de desnaturação de P indica que os compostos formados pela 

hidrólise com Novo-Pro D® (P) resistem a temperaturas mais altas sem que ocorra a 

desnaturação da proteína, podendo passar por processos térmicos mais rigorosas na 

fabricação de alimentos. 

 

Figura 14 - Curvas de DCS dos HPP’s elaborados a partir de aparas do filé de Oreochromis niloticus com 

as enzimas Alcalase 2.4 L® (A), Neutrase® (N), Novo-Pro D® (P) e matéria prima (MP). 
 

Peso molecular 

É observado na Figura 15 que todos os hidrolisados apresentam arraste no gel de 

separação, demonstrando que os fragmentos formados após o processo de hidrólise 

possuem tamanho inferior à 14,4 KDa. Estudos relatam que HPPs obtidos com 

endopeptidades apresentam fragmentos de proteínas nas proximidades da banda de 5 KDa 

(Kim, 2020). 



A matéria prima contém proteínas com peso molecular amplamente distribuídas, 

variando entre 97 e 20,1 KDa. Isso ocorre pela ação de enzimas endógenas que atuam 

antes do início do processo de hidrólise, durante os preparativos da matéria prima para os 

ensaios.  

 

 

Figura 15 - Distribuição de peso molecular dos HPP’s. Faixa 1: controle, faixa 2: matéria prima (2.000 

rpm), faixa 3: matéria prima (10.000 rpm), faixa 4: Alcalase 2.4 L® em 1 h, faixa 5: Neutrase® em 3 h e 

faixa 6: Novo-Pro D® em 2 h. 

 

A distribuição do peso molecular demonstrada em Cromatografia de Camada 

Delgada (CCD) pode ser observada na . O peso molecular de 0,075 KDa observado na 

coluna do padrão corresponde à glicina, enquanto o peso molecular de 0,181 KDa 

corresponde à tirosina.  

Os HPP’s elaboradps a partir de aparas do filé de Oreochromis niloticus com as 

enzimas Alcalase 2.4 L®, Neutrase® e NovoPro D® apresentam uma banda forte nas 

proximidades da glicina, com baixo peso molecular. Enquanto isso, a matéria-prima fica 

estagnada nas proximidades do peso molecular do BSA (66,43 KDa) e da tirosina. A CCD 

mostra que os todos os HPPs apresentam elevado conteúdo de aminoácidos livres e 

proteínas de baixo peso molecular, enquanto a matéria prima apresenta proteínas de peso 

molecular maior.  

As análises de distribuição do peso molecular demonstram que proteínas de alto 

peso molecular estão presentes apenas na composição da matéria prima, e não dos 
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hidrolisados, os quais apresentam grande quantidade de aminoácidos livres e proteínas de 

baixo peso molecular.  

 

Figura 16 - CCD. 1: Alcalase®, 5000 rpm; 2: Neutrase®, 5000 rpm; 3: Novo-Pro D®, 3000 rpm; 4: Novo-

Pro D®, 5000 rpm; 5: Matéria prima, 3.000 rpm; 6: Matéria prima 5.000 rpm; 7: Padrão tirosina e glicina 

2mg/500 microlitros; 8: Padrão BSA 1mg/ml (66.43 g/mol). 

 

 

Quanto maior o GH, maior é o conteúdo de peptídeos de baixo peso molecular. 

Além disso o baixo peso molecular de peptídeos (<3 kDa) apresentaram maior atividade 

inibitória de ACE-I e eliminação de radicais DPPH do que peptídeos de alto peso 

molecular (>10 kDa) (Yathisha et al., 2022). 

 

Conclusões 

Os HPPs elaborados a partir de aparas do filé de Oreochromis niloticus com as 

enzimas Alcalase 2.4 L®, Neutrase® e Novo-Pro D® apresentaram características 

satisfatórias em relação à cinética da reação enzimática, propriedades funcionais, 

conteúdo de minerais, estabilidade térmica e distribuição do peso molecular. Todos os 

HPPs demonstraram potencial para a utilização na indústria de alimentos, seja como 

alimento funcional ou como ingrediente de alto valor biológico para formulações 

especiais. 
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O HPP elaborado com a enzima Alcalase 2.4 L® se destacou dos demais quanto à 

solubilidade e teor de minerais. Os HPPs elaborados com as enzimas Alcalase 2.4 L® e 

Novo-Pro D® demonstraram melhores resultados na cinética do processo de hidrólise, 

com a última de destacando em relação à velocidade inicial da reação. Os HPPs 

elaborados com as enzimas Alcalase 2.4 L® e Neutrase® apresentaram melhores 

resultados de luminosidade e de capacidade de absorção de óleo. Os HPPs com as enzimas 

Neutrase® e Novo-Pro D® obtiveram melhores resultados de higroscopicidade. O HPP 

elaborado com a enzima Neutrase® se destacou dos demais quanto à capacidade de 

absorção de água.  
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