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RESUMO 

 

Nas últimas décadas, se constatou um crescimento constante no consumo de pescado, principalmente 

em função do aumento da população e demanda de alimentos mais saudáveis. Este crescimento 

também traz desafios sobre o gerenciamento dos resíduos gerados no processamento desse pescado. 

Os resíduos sólidos, como escamas, nadadeiras e vísceras são geralmente descartados in natura 

causando ônus ambiental.  Uma das espécies mais pescadas no litoral nordestino é o Caranx hippos, 

popularmente conhecido como xaréu ou xaréu-cabeçudo. Desta forma, este trabalho objetivou avaliar 

o potencial uso do estômago do xaréu (Caranx hippos) como fonte de proteases aspárticas de interesse 

industrial e biotecnológico. Para isso, foi preparado um homogenato a partir do estômago. O 

homogenato foi submetido a um processo de acidificação e “salting-out”, e uma fração proteica (F60) 

foi coletada. Utilizando F60 foram realizados ensaios de atividade proteolítica ácida específica, 

caracterização físico-química, zimograma e efeito de agentes químicos. A partir do estômago foi 

possível obter uma fração enzimática com purificação de 1,6 vezes e um rendimento de 49,4%. A 

atividade proteolítica específica da fração obtida foi de 1.404,6 ± 3,09 U/mg. A temperatura ótima 

para a atividade proteolítica foi de 50ºC e a estabilidade térmica foi observada entre 25ºC e 50ºC. Uma 

faixa de pH ótimo entre o pH 1,5 até 3,5 e uma faixa de estabilidade ao pH de 1,5 a 7,0 foram 

observadas para a atividade proteolítica de F60%. Foi observada a inibição total da atividade 

enzimática na presença de pepstatina A, e uma baixa inibição na presença de metais pesados. Através 

do zimograma foi possível observar a presença de duas bandas proteolíticas. F60 manteve mais de 

50% de sua atividade proteolítica na presença de 15% de NaCl. Através dos dados obtidos pode-se 

concluir que o estômago do peixe C. hippos é uma promissora fonte alternativa de proteases aspárticas 

com características de interesse industrial e biotecnológico.  

 

Palavras-Chave: Aproveitamento de resíduos, Enzimas de peixes, Proteases digestórias, Proteases 

ácidas. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

ABSTRACT 

Over the past few decades there has been a growing at fish consumption, mainly due to the population 

growth as well as higher demand for healthy food. This growth brings challenges about the 

management of waste generated in the processing of this fish. Solid residues such as scales, fins and 

viscera are generally discarded in natura causing an environmental damage. One of the most captured 

fish species in Brazilian Northeastern coast is the Caranx hippos, popularly known as crevale jack. In 

this way, this work aimed to evaluate the potential use of the C. hippos stomach as a source of aspartic 

proteases for industrial and biotechnological applications. For this, a homogenate was obtained from 

the stomach. The homogenate was submitted to an acidification and "salting-out" process, and a 

protein fraction (F60) was collected. Using F60, tests were performed for specific acid proteolytic 

activity, physical-chemical characterization, zymogram and chemical agents effects. From the stomach 

it was possible to obtain an enzymatic fraction with a purification rate of 1.6 folds and a 49.4% of 

yield. The F60 specific proteolytic activity observed was 1,404.6 ± 3.09 U/mg. The optimum 

temperature for proteolytic activity was 50 ºC and the thermal stability was observed between 25 ºC 

and 50 ºC. For F60 proteolytic activity were observed an optimal pH and pH stability rages between 

pH 1.5 to 3.5 and pH 1.5 to 7.0, respectively. Were observed a total inhibition of enzymatic activity in 

the presence of pepstatin A, and a low inhibition in the presence of heavy metals. Through the 

zymogram it was possible to observe the presence of two proteolytic bands. F60 maintained more than 

50% of its proteolytic activity in the presence of NaCl 15%. Through the obtained data it is possible to 

reach that the stomach of the fish C. hippos is a promising alternative source of aspartic proteases with 

interesting characteristics for industrial and biotechnological applications.  

 

Keywords: Acidic proteases, By-product recovery, Digestive proteases, Fish Enzymes. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

1.1. Produção e processamento de pescado 

 

O pescado é um excelente alimento por conter proteínas muscular com elevado valor 

nutricional, sendo ricas em aminoácidos essenciais à espécie humana (SGARBIERI, 1999). 

Nas últimas décadas o consumo de pescado tem aumentado e consequentemente sua 

produção para suprir esta demanda. Segundo a Organização das Nações Unidas para a 

Alimentação e a Agricultura (FAO, 2018), a produção mundial pesqueira atingirá 195,9 

milhões de toneladas em 2025, um incremento de 17,4% em relação à produção média de 

2013-2016 (FAO, 2018). No Brasil, os dados da produção pesqueira nacional infelizmente 

não são atualizados desde 2011. Entretanto, com uma costa litorânea de 8,4 mil km, 5,5 

milhões de hectares de reservatórios de água continental e clima favorável, o setor pesqueiro 

brasileiro se mostra ainda com um futuro próspero. 

  Dentre as espécies capturadas na costa brasileira, encontra-se o xaréu (Caranx hippos 

Linnaeus, 1776), também conhecido popularmente como xaréu-cabeçudo. Esta espécie 

pertence a grande família Carangidae (Tabela 1) e apresenta comportamento migratório, pois 

segue em grandes grupos para o norte a fim de desovar entre novembro e janeiro e depois 

retorna ao sul. São animais predadores, alimentando-se de peixes menores e alguns 

invertebrados (LUQUE; ALVES, 2001). 

 

Figura 1 – Peixe xaréu (Caranx hippos) 

 
Fonte: https://igfa.org/SpeciesID_Images/jack_crevalle.png, acesso em: 05/02/2020. 
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Tabela 1 – Taxonomia do xaréu (Caranx hippos) 

Reino Animalia 

Subreino Bilateria 

Infra reino Deuterostomia 

Filo Chordata 

Subfilo Vertebrados 

Infra filo Gnathostomata 

Super classe Actinopterygii 

Classe Teleostei 

Super ordem Acanthoperygii 

Ordem Perciformes 

Sub ordem Percoidei 

Família Carangidae 

Gênero Caranx 

Espécie Caranx hippos 

    Fonte: Silva (2020) 

 

O xaréu possui ampla distribuição geográfica, e no continente americano podem ser 

encontrados em todo Atlântico Ocidental, do Canadá à Argentina, ocorrendo em todo litoral 

brasileiro, com maiores concentrações nas regiões Norte e Nordeste do Brasil. De acordo com 

o último boletim da pesca extrativa e aquicultura realizado no Brasil (MPA, 2011) a média da 

produção nacional de xaréu (C. hippos) entre os anos de 2009 a 2011 foi de 2.509,1 t não 

ocorrendo grande variação na produção anual neste período. 

 

Figura 2 – Distribuição Geográfica do xaréu (Caranx hippos) pelo mundo. 

Fonte: Fishbase.se 
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Diante do aumento da produção, o setor do pescado tem um grande desafio a ser 

enfrentado quanto ao gerenciamento dos resíduos gerados durante a cadeia produtiva, o que 

constitui parâmetro indicativo da eficiência do sistema (ARRUDA et al., 2007; ROSLAN et 

al., 2015). O termo “resíduo” é utilizado não apenas para descartes sólidos, mas também para 

despojos líquidos e gases emitidos para o ar atmosférico. Alguns destes podem apresentar 

valor econômico agregado pela possibilidade de seu reaproveitamento, sendo 30% deles 

subutilizados para produção de coprodutos de menor valor econômico, tais como ração 

animal, fertilizantes e silagem (HE et al., 2013; VILLAMIL et al., 2017).  

A maior parte dos resíduos sólidos oriundos do processamento de peixes, como as 

partes do músculo com alto teor de mioglobina, portanto mais escuras e os resíduos oriundos 

da filetagem, tais como cabeça, vísceras e carcaça, são em sua maioria descartados, 

representando sérios problemas de poluição ambiental, além de perdas de matéria prima e 

energia, pela falta de destino adequado deste material (VIDAL et al., 2011; VILLAMIL et al., 

2017). Como exemplo do grande volume de resíduos gerado no processamento, pode-se citar 

o fato de que, na obtenção do filé de tilápia, cerca de 60 a 70% do peso do animal corresponde 

a resíduos no fim do processo (SILVA et al., 2014), e este percentual pode variar de acordo 

com a espécie e a forma de processamento. Esta grande quantidade de resíduos, aliado à falta 

de descarte adequado, constituem-se em barreiras para a certificação da cadeia produtiva do 

pescado (ANBE et al., 2015).  

 

1.2. Aproveitamento de resíduos para obtenção de biomoléculas 

Existe a necessidade crescente da descoberta de fontes alternativas para a obtenção 

de biomoléculas de alta demanda industrial. Vários estudos mostram diversas maneiras de 

aproveitamento de resíduos do processamento de peixes (Figura 3), diretamente relacionadas 

com a quantidade em que são gerados (VILLAMIL et al., 2017), incluindo vários coprodutos 

de alto valor econômico gerados a partir de resíduos sólidos, como a extração de óleo, 

minerais, colágeno, gelatina e enzimas, destacando a obtenção de hidrolisados proteicos 

(PASUPULETI; BRAUN, 2010; HERPANDI et al., 2011). 
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Figura 3 – Fluxograma de processamento do pescado, obtenção de resíduos e suas possíveis 

aplicações tecnológicas 

 

 
Fonte: Adaptado de Bezerra e Freitas-Júnior (2015) 

 

A obtenção de proteínas de interesse comercial, como enzimas e colágeno, é uma das 

formas de aproveitar esta biomassa. O colágeno e seu derivado, a gelatina, são amplamente 

utilizados na indústria de alimentos e farmacêutica. A maior parte do colágeno comercializado 

tem origem bovina e suína, e enfrenta barreiras religiosas e sanitárias devido à transmissão de 

zoonoses como a encefalopatia espongiforme bovina (SADOWSKA et al., 2003; SILVA; 

PENNA, 2012). Pele, nadadeiras e escamas de peixes, já são utilizados em menor escala para 

obtenção de colágeno e gelatina comercial.  

As vísceras de peixes vêm tendo destaque pelo seu comprovado potencial como 

fonte de proteases digestórias, ácidas e alcalinas, de interesse industrial (ESPOSITO et al., 

2010; NALINANON et al., 2010; FREITAS-JÚNIOR, et al. 2010; COSTA et al., 2013; 

BKHARIA et al., 2016a; 2016b). As enzimas digestórias em vertebrados superiores são 

sintetizadas e secretadas ao longo do tubo digestório. Em peixes, os processos digestórios são 

primários, no entanto, o conjunto de enzimas é relativamente semelhante ao observado em 

outros vertebrados. A síntese e níveis apropriados de enzimas digestivas são regulados pela 

disponibilidade de nutrientes no ambiente, entre outros, os quais variam ao longo do tempo 

(LÓPEZ-VÁSQUEZ et al., 2009). No estômago, ocorre a produção de suco gástrico, no qual 

está presente o ácido clorídrico e pepsinogênio, que é a forma inativa da pepsina. O ácido 

clorídrico apresenta baixo pH, que solubiliza as proteínas, abrindo sua estrutura para facilitar 
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a ação da enzima proteolítica pepsina. Em pH baixo, o pepsinogênio é convertido em pepsina 

e a enzima torna-se ativa.  

No que diz respeito a biocatalisadores industriais atuantes em pH ácido, destaca-se a 

pepsina, sendo considerada a principal protease ácida dos peixes, aves e mamíferos 

(BALDISSEROTTO, 2009). A pepsina (E; C; 3.4.23.1) é incluída na categoria das 

endopeptidases e é a principal enzima digestória estomacal de peixes (SIMPSON, 2000). A 

pepsina é uma endopeptidase, isto é, cliva as ligações peptídicas dentro da cadeia 

polipeptídica e apresenta alta afinidade por aminoácidos hidrofóbicos, como triptofano e a 

fenilalanina (BAKKE et al., 2011). Algumas pepsinas e pepsinogênios têm sido isolados e 

caracterizados a partir da mucosa gástrica de espécies de peixes, incluindo a tilápia (EL-

BELTAGY et al., 2004; ZHAO et al., 2011; HOMAEI et al., 2016). A primeira estrutura 

tridimensional obtida de pepsina de peixe foi da pepsina do bacalhau (Gadus morhua) onde se 

observou que o domínio catalítico e a sua localização eram idênticas à pepsina suína 

(ANDREEVA et al., 2001). 

As proteases ácidas além de serem utilizadas na indústria alimentícia para produção de 

hidrolisados proteicos e laticínios, podem ser também utilizadas na extração de colágeno e 

produção de gelatina (KLOMKLAO, 2008; BKHARIA et al., 2016). Para a extração de 

colágeno de pele de tilápia, os estudos atualmente publicados foram realizados utilizando 

pepsina comercial de porco (ZENG et al., 2012; SUN et al., 2017).  

Diante do exposto, evidencia-se a necessidade de estudos que avaliem o potencial do 

uso de resíduos do processamento de outras espécies de peixes comerciais importantes, como 

as vísceras de C. hippos, para a obtenção de biomoléculas com aplicabilidade industrial e 

biotecnológica. 
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2. OBJETIVOS 

2.1. Objetivo geral 

Avaliar o potencial do uso do estômago do peixe xaréu (Caranx hippos) como fonte de 

proteases ácidas para aplicações industriais e biotecnológicas. 

 

2.2. Objetivos específicos 

- Obter um extrato bruto (EB) a partir do estômago do peixe xaréu; 

- Obter uma fração enzimática com alta atividade proteolítica ácida a partir do EB; 

- Determinar os efeitos do pH e da temperatura sobre a atividade proteolítica da fração; 

- Avaliar o efeito dos íons metálicos e outros agentes químicos sobre a atividade proteolítica 

da fração; 

- Determinar a presença e o número de proteases ácidas na fração através de zimograma. 
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3. MATERIAIS E MÉTODOS 

 

3.1 Obtenção dos estômagos de xaréu e do extrato bruto (EB) 

 

Os estômagos de Caranx hippos foram obtidos através de doações de peixarias da 

região metropolitana da cidade de João Pessoa-PB - e levados em recipiente térmico com gelo 

em escamas para o Laboratório de Biomoléculas de Organismos Aquáticos (BiOAQUA) 

DBM – Departamento de Biologia Molecular, da Universidade Federal da Paraíba, João 

Pessoa-PB. No laboratório, os estômagos foram devidamente pesados, cortados e congelados 

em nitrogênio líquido. Após o congelamento, os pedaços foram triturados e homogeneizados 

com solução de NaCl 0.9%, na proporção de1:10 (g/ml). Em seguida, o homogenato foi 

centrifugado durante 20 min. a 10.000 x g, a 4 ºC, sendo o sobrenadante coletado denominado 

de extrato bruto (EB). O EB foi armazenado a -20 °C até sua posterior utilização.  

 

3.2. Ensaio de atividade enzimática e dosagem de proteína solúvel 

 

A atividade proteolítica ácida foi determinada de acordo com Pavlisko et al. (1997), 

utilizando como substrato uma solução de hemoglobina 2% (m/v) em HCl 0,03 M. O 

resultado foi determinado em leitor de microplacas Multiskan GO (Thermo®). Uma unidade 

de atividade enzimática foi determinada como sendo a quantidade de enzima capaz de 

promover uma alteração na absorbância em comprimento de onda de 280nm de 0,1 por 

minuto de reação. A concentração de proteínas solúveis foi determinada através do método de 

Bradford et al., (1976), utilizando albumina de soro bovino como padrão, em triplicata.  

 

3.3. Ativação de zimogênios 

 

A ativação de zimogênios, como o pepsinogênio, presentes no EB, foi realizada 

através da acidificação do mesmo até pH 2,0 através da adição de HCl 6 M. Após ser 

acidificado, o EB foi incubado durante 60 min. a 25°C. Após a incubação, o EB foi 

centrifugado a 10.000 xg, a 4°C, durante 10 min., sendo o sobrenadante coletado ao final.  

 

3.4. Pré-purificação e concentração das proteases presentes no EB acidificado 
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O EB acidificado foi submetido à precipitação salina através da adição de sulfato de 

amônio até a saturação de 60%.  Após 2h de incubação a 4°C, em repouso, a mistura foi 

centrifugada a 8.000 x g, a 4 °C, durante 20 min. Após a centrifugação o precipitado foi 

coletado, ressolubilizado em solução de NaCl 0,15 M (pH 2,0) e dialisado com a mesma 

solução durante 24 h, a 4 °C. A fração 0-60% dialisada foi armazenada e denominada de F60. 

 

3.5. Caracterização físico-química da atividade proteolítica ácida da fração F60 

 

Os efeitos do pH e da temperatura sobre a atividade proteolítica de F60 foram 

avaliados através de metodologia descrita por Gomez et al. (2018), com pequenas 

modificações. Para determinação da temperatura ótima, foram feitos ensaios de atividade 

enzimática em diferentes temperaturas, na faixa de temperatura de 25 °C a 70 °C. A 

estabilidade térmica foi determinada através da incubação de alíquotas de F60 durante 30 min. 

na faixa de temperatura citada anteriormente. Após a incubação as alíquotas foram resfriadas 

até a temperatura ambiente e ensaios de atividade enzimática foram realizados de acordo com 

o item 3.2. A determinação do pH ótimo foi realizada através de ensaios de atividade 

enzimática em diferentes pH na faixa de 1,5 a 7,0 através da adição dos tampões glicina-HCl 

0,2 M (pH 1,5 a 2,5) e citrato-fosfato (pH 3,0 a 7,0) ao ensaio. Para a determinação da 

estabilidade ao pH, alíquotas de F60 foram incubadas durante 30 min. a 25 °C, na proporção 

de 1:1 (v/v) com os tampões supracitados. Logo em seguida, foram realizados os ensaios da 

atividade enzimática em triplicata. 

 

3.6. Efeitos de íons metálicos, agente redutor e inibidor específico 

 

O efeito de íons metálicos sobre a atividade enzimática foi avaliado incubando-se uma 

alíquota de F60 em uma solução de íons a 20 mm, na proporção de 1:1, durante 30 min. a 

25°C. Em seguida, foi realizado o ensaio de atividade enzimática, de acordo com o item 3.2, 

utilizando a mistura. Este ensaio foi realizado com cloretos de alumínio (Al
3+

), cobre (Cu
2+

), 

magnésio (Mg
2+

), chumbo (Pb
2+

), manganês (Mn
2+

), cálcio (Ca
2+

), sódio (Na
+
), mercúrio 

(Hg
2+

) e cádmio (Cd
2+

) de acordo com Santos et al. (2013).  O efeito do inibidor de proteases 

aspárticas, Pepstatina A, sobre a atividade proteolítica de F60 foi avaliado incubando-se a 

enzima, na proporção de 1:1 (v/v) com solução de Pepstatina A (100 µg/ml), durante 30 min, 

a 25°C. Após a incubação, realizou-se um ensaio de atividade enzimática utilizando a mistura. 



23 

 

 

 

 

O efeito do agente redutor DTT (Ditiotreitol) 1mM, sobre a atividade enzimática foi avaliado 

na mesma condição do ensaio anterior. 

 

3.7. Zimograma 

 

O perfil enzimático de F60 foi determinado através de metodologia descrita por 

Garcia-Carreño et al. (1993), com modificações. Após a corrida da eletroforese em gel de 

poliacrilamida, o gel foi lavado em H2O destilada e incubado em HCl 0,03 M durante 5 min. a 

4 °C. Em seguida, o gel foi incubado com solução de hemoglobina 2% em HCl 0,03 M a 37 

°C. Após a incubação, o gel foi lavado em H2O destilada e corado com solução de Comassie 

blue R-250. 

 

3.8. Efeitos do NaCl 

 

O efeito do NaCl sobre a atividade proteolítica de F60 foi avaliado através da 

incubação durante 30 min., a 25 °C, de alíquotas da F60, na proporção de 1:1 (v/v), com 

solução de NaCl em diferentes concentrações (10, 20 e 30%; m/v) na fração. A atividade 

residual foi determinada a 37°C durante 10 min., utilizando hemoglobina 2% como substrato. 

 

3.9. Análise estatística 

 

Todas as análises anteriormente citadas foram realizadas em triplicata Todos os dados 

foram analisados por meio de análise de variância ANOVA seguido de teste de Tukey. O 

software utilizado foi o OriginPro® 8.0 e todos os testes foram realizados com o nível de 

significância de p < 0,05. 
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4. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

4.1. Obtenção das enzimas  

 

O extrato bruto obtido do estômago de C. hippos apresentou atividade específica de 

439 mUmg
-1 

(Tabela 2). Através de “salting-out”, foi possível conseguir uma purificação de 

1,6 vezes com rendimento de 49,4%. A utilização de uma etapa simples para a purificação 

parcial do extrato bruto e concentração das enzimas é uma vantagem econômica para a 

utilização comercial deste material em processos industriais que não demandem alto grau de 

pureza das enzimas, como por exemplo na extração de colágeno, produção de hidrolisado 

proteico e produção de peixe fermentado. Gomez et al. (2018), através do mesmo processo, 

obteve resultado semelhante usando o estômago do peixe Prochilodus lineatus, com um 

rendimento de 45,1% e uma taxa de purificação de 1,8 vezes para proteases aspárticas. 

 

Tabela 2. Purificação parcial de proteases digestórias ácidas de Caranx hippos. 

Etapa do 

processo 

*Atividade 

Total (U) 

Proteína Total 

(mg) 

Atividade específica 

(mUmg
-1

) 

Purificação 

(vezes) 

Rendimento 

(%) 

Extrato Bruto 1.546  50 3.523 102 439 1 100 

F60 764  36 1.103  75 693 1,6 49,4 
*Parâmetros estabelecidos para o rendimento de processo utilizando 1L de extrato bruto. Uma unidade de 

atividade enzimática foi considerada como sendo a quantidade de enzima capaz de modificar a absorbância em 

0,1 por minuto de reação. 

 

 

4.2 Efeito da temperatura 

 

Os peixes são animais pecilotérmicos, ou seja, que dependem do ambiente para 

manterem sua temperatura corporal. Sabendo disso, a temperatura se torna uma grandeza 

importante a ser investigada, visto a diversidade na distribuição destes animais em todo o 

globo. A temperatura ótima determinada para a atividade máxima das proteases ácidas 

presentes em F60 foi de 55 °C (Figura 4).  
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Figura 4– Temperatura ótima para a atividade proteolítica das proteases ácidas 

presentes em F60. 

 

Fonte: Silva (2020) 

Zhao et al. (2011) afirmam que a temperatura ótima de pepsinas em diferentes 

espécies de peixes encontra-se em torno de 35 °C e 55 °C, e que há uma relação direta entre a 

temperatura ótima de pepsinas de peixes e a temperatura das águas que habitam. Peixes 

tropicais e subtropicais, como o C. hippos, apresentando desta forma enzimas com atividade 

em temperaturas mais elevadas. Bkhairia et al. (2016) caracterizaram as proteases ácidas 

presentes no extrato bruto do estômago de Liza aurata e encontraram a temperatura ótima 

igual a 40 °C. Quanto às pepsinas A e B do estômago do peixe Coryphaenoides pectoralis, 

Klomklao et al. (2007) identificaram a temperatura ótima como 45 °C. Gomez et al. (2018) 

estudaram as proteases ácidas presentes no estômago do peixe Prochilodus lineatus e 

determinaram a temperatura ótima como sendo 45 °C. O mesmo resultado foi encontrado para 

proteases ácidas presentes no extrato bruto das vísceras do peixe Pangasianodon gigas 

(VANNABUN et al., 2014). Ainda, um estudo recente feito com um peixe de água doce, 

Colossoma macropomum, foi relatado a temperatura ótima das proteases ácidas presentes no 

extrato bruto do estômago deste peixe igual a 50 °C (SILVA et al., 2019).  

Zhou et al. (2008) purificaram quatro pepsinas do estômago do peixe Sparus latus, P-I, 

P-II, P-II e P-IV, onde P-II, P-II e P-IV obtiveram temperatura ótima igual a 50 °C, enquanto 

que P-I obteve temperatura ótima igual a 45 °C. Da mesma maneira, foi reportado por Miura 

et al. (2015) para as pepsinas do peixe Micropterus salmoides a temperatura ótima de 40 °C e 
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50 °C. Ainda, Nalinanon et al. (2010) também determinaram a temperatura ótima da pepsina 

presente no estômago do peixe Thunnus alalunga como sendo de 50 °C.  

Apesar de a temperatura ótima ser um parâmetro importante, para a aplicação 

comercial é necessário avaliar a estabilidade destas moléculas durante períodos maiores nestas 

temperaturas. Estes dados também podem ajudar na determinação das condições de 

armazenamento, transporte e manipulação das mesmas, mantendo sua estrutura nativa 

preservada. As proteases presentes em F60 foram estáveis na faixa de temperatura de 25 °C a 

45 °C (Fig. 5), durante 30 min.  

 

Figura 5– Estabilidade térmica das proteases ácidas digestórias presentes em F60. 
 

 
Fonte: Silva (2020) 

 

Resultados semelhantes podem ser encontrados na literatura para proteases digestórias 

ácidas de outros peixes. A estabilidade térmica das pepsinas obtidas do estômago de T. 

alalunga (NALINANON et al., 2010) e Mustelus mustelus (BOUGATEF et al., 2008) foi na 

faixa de temperatura de 20 °C a 50 °C. Silva et al. (2019) observaram estabilidade térmica das 

proteases digestórias ácidas de C. macropomum na faixa de temperatura de  25 °C a 40 °C. Da 

mesma maneira, foi reportado por Bkhairia et al., (2016) ao estudar proteases ácidas presentes 

no estômago de L. aurata estabilidade térmica até a temperatura de 40 °C. A estabilidade 

térmica de uma protease aspártica digestória do peixe Sardinella aurita também foi até 40 °C 

(KHALED et al., 2011). Klomklao et al. (2007) demonstraram que as pepsinas de C. 

pectoralis, foram estáveis até 40 °C. Já Gomez et al. (2018), mostraram que as proteases 

digestórias aspárticas de P. lineatus foram estáveis até 37 °C.  
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Os resultados obtidos utilizando F60 indicam a possibilidade de utilização deste 

extrato enzimático em processos industriais que possuam aquecimento leve a moderado. 

 

4.3 Efeito do pH  

  

Conhecendo os efeitos do pH sobre uma enzima pode-se, então, determinar as 

possíveis aplicações industriais e biotecnológicas das mesmas, além de obter parâmetros para 

preservação de sua atividade durante o armazenamento e transporte em solução. O efeito do 

pH na atividade catalítica de F60 foi determinado e está apresentado na Figura 6. As proteases 

digestórias ácidas de C. hippos apresentaram uma faixa de pH ótimo entre o pH 1,5 e 3,5, 

sendo considerada sua atividade máxima no pH 1,5. Contudo, no pH 4,0 a atividade 

proteolítica ainda foi maior que 80% da atividade máxima. Resultado semelhante foi descrito 

por Miura et al. (2015), os quais purificaram duas pepsinas, pepsina 1-1 e pepsina 2-2, e 

obtiveram pH ótimo igual a 1,5 e 2,0 respectivamente, onde em pH 3,5 ainda podia ser 

observada uma alta atividade proteolítica. 

Figura 6 – pH ótimo para a atividade proteolítica das proteases ácidas presentes em 

F60. 

 

 
 

Fonte: Silva (2020) 
 

Bkhairia et al. (2016) observaram um pH ótimo igual a 3,0 para as proteases ácidas 

digestórias de L. aurata, assim como foi encontrado para a protease aspártica digestória de S. 

aurita (KHALED et al., 2011). Resultado semelhante foi reportado por Vannabun et al. 
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(2014), ao caracterizarem as proteases ácidas do estômago de P. gigas observaram um pH 

ótimo igual a 3,0. Tanji et al. (2007) caracterizaram as pepsinas presentes na mucosa gástrica 

do peixe Latimeria chalumnae e observaram para estas um pH ótimo igual a 2,0. 

Klomklao et al. (2007) purificaram duas pepsinas de C. pectoralis, Pepsina A e 

Pepsina B, as quais obtiveram pH ótimo igual a 3,0 e 3,5, respectivamente, enquanto que 

Gomez et al. (2018) caracterizaram as proteases aspárticas digestórias de P. lineatus 

observaram um pH ótimo igual a 2,0. Zhou et al. (2007) caracterizaram as pepsinas de S. latus 

e observaram que as pepsinas P-I, P-III, P-IV obtiveram pH ótimo igual a 3,5. Bougatef et al. 

(2008) determinaram o pH ótimo da pepsina de M. mustelus como igual a pH 2,0. Da mesma 

maneira foi relatado por Nalinanon et al., (2010) para a pepsina presente no estômago de T. 

alalunga. 

O perfil de estabilidade ao pH é mostrado na Figura 7, onde as enzimas foram 

incubadas por 30 min. e mantiveram mais de 80% de atividade nas faixas de pH 1,5 a 7,0. Por 

se tratarem de proteases ácidas espera-se que não sejam estáveis em pH muito distantes de seu 

pH ótimo. Entretanto a atividade proteolítica de F60 foi estável em pH neutro. Segundo Silva 

et al. (2019) podem existir interações desconhecidas entre as proteases e outras moléculas 

presentes nos extratos enzimáticos que contribuam com sua estabilidade, quando comparada a 

uma enzima pura. Ainda, Bkhairia et al. (2016) relataram que enzimas de peixes que habitam 

águas mais quentes podem ser estáveis até mesmo em pH neutro, o que também poderia 

explicar o perfil de estabilidade encontrado.  

 

Figura 7 – Efeito do pH sobre a estabilidade das proteases ácidas presentes em F60. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Silva (2020)  
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Um resultado semelhante foi observado por Bkhairia et al. (2016) para as proteases 

digestórias ácidas do estômago do peixe L. aurata, as quais foram estáveis em pH 3,0 a 7,0. 

Resultado semelhante ao presente estudo foi também encontrado para as proteases ácidas 

presentes no extrato bruto do estômago de C. macropomum, as quais se mantiveram estáveis 

mesmo em pH 7,0 (SILVA et al., 2019). Enquanto que no estudo de Klomklao et al. (2007), 

as pepsinas presentes no estômago do peixe C. pectoralis foram estáveis entre pH 2,0 e 6,0 

sem atividade em pH 9,0. Resultado semelhante foi reportado por Nalinanon et al. (2010) 

onde as pepsinas presentes no peixe T. alalunga foram estáveis em uma faixa de pH 2,0 a 6,0. 

Enquanto que Bougatef et al., (2008) caracterizaram as pepsinas de M. mustelus e observaram 

que elas se mantiveram estáveis em faixa de pH entre 1,0 e 4,0. 

 

4.4 Efeito de inibidores e íons metálicos na atividade das proteases ácidas 

 

O efeito do inibidor específico de proteases aspárticas (o que inclui a pepsina), 

pepstatina A, foi avaliado sobre as proteases ácidas presentes em F60. Observou-se a inibição 

total da atividade proteolítica na presença do inibidor (Tabela 3). Segundo Motwani et al. 

(2015), a pepstatina A se liga ao sítio ativo da enzima e impossibilita a formação do complexo 

enzima-substrato. Sendo assim, o resultado deste ensaio indica que as proteases ácidas 

presentes em F60 pertencem a classe das proteases aspárticas, e por se tratarem de enzimas 

estomacais poderiam ser do tipo pepsina-símile. Diferentes estudos com peixes, utilizando 

extratos brutos de estômago ou frações desses extratos, observaram a presença de proteases 

aspártica através da forte inibição da atividade proteolítica na presença da pepstatina A 

(MIURA et al., 2015; BKHAIRIA et al., 2016; GOMEZ et al., 2018; SILVA et al., 2019). Da 

mesma maneira, foi relatado com pepsinas isoladas do estômago de várias espécies de peixe. 

Nalinanon et al. (2010) demonstraram que a pepsina presente em T. alalunga foi inibida 

totalmente pela Pestatina A. Da mesma forma, foi demonstrado por Klomklao et al. (2007) ao 

avaliar o efeito da Pepstatina A nas pepsinas presentes em C. pectoralis. Wu et al. (2009) 

relataram que três pepsinas presentes no estômago de Anguilla anguilla foram completamente 

inibidas por pepstatina A. Ambas as pepsinas isoladas de Latimeria chalumnae perderam 

totalmente sua atividade catalítica na presença deste inibidor (TANJI et al., 2007), da mesma 

maneira ocorreu com as três pepsinas presentes no estômago de Lateolabrax japonicus (CAO 

et al., 2011). 
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Ao longo das décadas, a poluição ambiental por metais se tornou um dos problemas 

mais importantes no mundo (CHANDRAN et al., 2005). O ambiente marinho está 

continuamente sujeito à poluição química proveniente das atividades antropogênicas que 

podem aumentar a descarga de metais pesados em várias concentrações nos ecossistemas 

aquáticos naturais (PAPAGIANNIS et al., 2004) e prejudicar os organismos aquáticos que 

vivem nesse ambiente (ALINK, 1982). Esta contaminação ocorre devido ao uso extensivo de 

metais nos processos agrícolas, químicos e industriais (PREGO; COBELO-GARCIA, 2003; 

CHEUNG et al., 2004). A contaminação de ecossistemas aquáticos por metais pesados 

aumentou mundialmente, esta poluição é menos visível e imediata que outros tipos, mas seus 

efeitos sobre o ecossistema e nos seres humanos são intensos e de longo prazo (LANGSTON; 

SPENCE, 1995). A presença de metais pesados no ambiente é parcialmente devido aos 

processos naturais, mas é principalmente resultado dos resíduos industriais (MANSOUR; 

SIDKY, 2002). Desta forma, sendo organismos expostos continuamente, é importante 

observar o efeito da presença destes contaminantes sobre a atividade de enzimas obtidas de 

pescado. Vários estudos mostram inibição de enzimas digestivas por metais pesados, 

entretanto a forma como ocorre a diminuição da atividade da protease digestória na presença 

de alguns metais possui pouco esclarecimento, no entanto sugere-se que os metais possam 

influenciar nos sítios de ligações da enzima com o substrato (SILA et al., 2012).  

Na Tabela 3 é mostrado que o agente redutor DTT levou a um discreto aumento na 

atividade catalítica das proteases presentes no xaréu. Este resultado sugere que as proteases 

presentes no extrato enzimático não possuem pontes de dissulfeto. Ainda, diferentes sais 

metálicos foram testados a uma concentração final igual a 10 mM. A inibição dos diferentes 

sais metálicos variou entre 6 e 15%, ou seja, apesar da presença desses íons a enzima manteve 

uma alta atividade proteolítica, sendo uma importante característica a ser utilizada na 

indústria. Apesar da presença do Ca
2+

 na concentração testada não ter promovido efeito sobre 

as proteases digestórias ácidas obtidas de C. hippos, alguns estudos demonstram a 

importância do cálcio como cofator de diferentes classes de enzimas, aumentando, então, a 

atividade das mesmas (KLOMKLAO et al., 2007; BKHAIRIA et al., 2016).  

           Nalinanon et al. (2010) demonstraram que a atividade proteolítica da pepsina presente 

em T. alalunga não sofreu nenhum impacto após incubação com Ca
2+

 a uma concentração 

final de 5mM onde obteve 102% de atividade. Enquanto que Klomklao et al. (2007) 

mostraram que a atividade das pepsinas de C. pectoralis foi potencializada por cátions 

divalentes (Ca
2+

 e Mg
2+

). Já Silva et al. (2019) relataram para as proteases de C. macropomum 
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a ativação das proteases digestórias ácidas após incubação com o Ca
2+

. A atividade 

proteolítica das proteases aspárticas de L. aurata não foi afetada pelo íon Ca
2+

 da mesma 

maneira que ocorreu no presente estudo. Bkhairia et al. (2016) afirmaram que este achado se 

apresenta com um fator para um potencial utilização no processamento de alimentos, como na 

sua utilização na fabricação de laticínios. Gomez et al. (2018) relataram que a adição do Mg
2+

 

estimulou a atividade proteolítica das proteases aspárticas digestórias de P. lineatus, 

aumentando em aproximadamente 10% a atividade proteolítica.  

 
Tabela 3 – Efeito de agentes químicos sobre a atividade proteolítica de F60. 

Agente Atividade Residual (%) Inibição (%) 

Controle 100 ± 4,19
a
 0 

DTT 104 ± 3,25
a*

 0 

Ca
2+

 101 ± 1,08
a
 0 

Cu
2+

 98 ± 5,51
a
 2 

Cd
2+

 97 ± 2,16
a
 3 

Hg
2+

 94 ± 0,72
b
 6 

KCl
+
 91 ± 2,55

c
 9 

Mn
2+

 90 ± 2,05
d
 10 

Al
3+

 89 ± 1,20
e
 11 

Mg
2+

 87 ± 3,35
f
 13 

Pb
2+

 85 ± 0,10
g
 15 

Pepstatina A 0 ± 1,60
h
 100 

*Letras sobrescritas diferentes significam diferenças estatísticas em relação 

ao controle, segundo o teste de Tukey (p<0,05). O controle foi determinado 

como sendo a atividade enzimática na ausência dos agentes químicos.  

 

 

4.5. Efeito do NaCl  

 

O efeito do NaCl sobre a atividade das proteases presentes em F60 está representado 

na Figura 8. Pode-se observar que a atividade proteolítica diminuiu continuamente com o 

aumento das concentrações de NaCl. Entretanto a enzima manteve uma alta atividade mesmo 

na presença de uma concentração de 15% deste sal. 
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Figura 8 – Efeito do NaCl sobre a atividade proteolítica de F60. 
 

 

 
Fonte: Silva (2020) 

 

Outros estudos demonstraram que a diminuição da atividade residual diretamente 

proporcional ao aumento das concentrações de NaCl. As enzimas de P. lineatus (GOMEZ et 

al., 2018) foram incubadas com 10% de NaCl e a atividade diminuiu 20%. Da mesma 

maneira, ocorreu para as proteases ácidas digestórias do peixes P. gigas (VANNABUN et al., 

2014) e pepsinas do C. pectoralis (KLOMKLAO et al., 2007), enquanto que uma protease 

aspártica digestória de S. aurita apresentou diminuição de 80% na sua atividade com a mesma 

concentração de NaCl (KHALED et al., 2011). Klomklao et al. (2007; 2009) explicam que a 

alta concentração de NaCl pode competir com a enzima na ligação com a água (proteína-

água), e, então, resultar em uma interação proteína-proteína mais forte levando à precipitação.  

 

4.6 Zimograma 

 

A zimografia é um método que possibilita a determinação da presença de enzimas 

ativas em uma amostra, de forma que se torna possível estimar o número de proteases 

presentes e até mesmo sua identificação com o uso de inibidores específicos. Desta maneira, 

foi possível observar a presença de duas proteases ácidas em F60 (Figura 9), que podem ser 

enzimas do tipo pepsina símile devido a sua origem.  
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Figura 9– Zimograma da F60. 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Silva (2020) 
 

Alguns estudos têm demonstrado que o número de proteases aspárticas digestórias 

varia entre as diferentes espécies. Nalinanon et al., (2010) encontraram uma única protease 

ácida digestória em T. alalunga. Da mesma maneira, foi reportado por Bougatef et al., (2008) 

para o peixe M. mustelus. Já Cao et al. (2011) e Wu et al., (2009) encontraram três bandas 

pepsinas ativas nos estômagos de Lateolabrax japonicus e Anguilla anguilla, 

respectivamente. O conhecimento do perfil eletroforético, assim como do número de enzimas 

e suas isoformas presentes numa amostra auxilia no planejamento das etapas e técnicas de 

purificação necessárias ao isolamento destas proteínas. 
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5. CONCLUSÕES 

 

Através de uma simples etapa de “salting-out” foi possível obter um concentrado 

proteico contendo proteases aspárticas, com alta atividade proteolítica, a partir do extrato 

bruto do estômago de C. hippos. As características físico-químicas determinadas demonstram 

que estas enzimas possuem similaridade com pepsinas de peixes. A faixa de pH em que as 

enzimas obtidas se mantêm ativas indica um potencial para aplicação em processos industriais 

como a extração enzimática de colágeno. Estas características também demonstram a 

possibilidade do armazenamento do concentrado enzimático (F60) na forma líquida em pH 

levemente ácido sem o risco de proteólise. As características relacionadas à temperatura e a 

resistência à presença de metais pesados reforçam seu potencial industrial. Entretanto, estudos 

posteriores são imprescindíveis para aperfeiçoar as condições de purificação e promover 

testes de aplicação em processos industriais em escala laboratorial. 
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