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OPTIMIZATION OF THE PRODUCTION PARAMETERS FOR ENZYMATIC PROTEIN HYDROLYZED USING LOW
COMMERCIAL VALUE FISH. The enzymatic modification of proteins has been widely studied with the aim of add value to low
commercial value fish. The objective of this work was to evaluate and optimize the parameters involved in the production process
of an enzymatic protein hydrolyzed with high protein content. The results showed that for Alcalase the most significant parameters
were temperature, pH and substrate concentration and for Flavourzyme were pH, substrate concentration and enzyme concentration.
It was obtained for Alcalase a predictive model for the recovered nitrogen and for Flavourzyme a predictive model for the hydrolysis

degree.
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INTRODUCAO

A preparagdo de hidrolisados protéicos a partir de subprodutos
da industria processadora de pescado tem recebido mais atenc¢do
nestes Ultimos anos e muitos estudos tém sido realizados sobre a
avaliacdo das condigdes para a hidrélise e as propriedades funcionais
do hidrolisado protéico de pescado baseado no produto inteiro, filé
ou musculo.

Uma grande quantidade de co-produtos do processamento de
pescado € descartada diariamente pela industria pesqueira. Em busca
de alternativas vidveis para este problema, propde-se o uso de pes-
cado de baixo valor comercial para o desenvolvimento de processos
com o intuito de recuperacdo ou alteragdo das proteinas musculares
do pescado visando seu uso como ingredientes funcionais em ali-
mentos. A modificacio enzimdtica de proteinas utilizando enzimas
proteoliticas vem sendo uma alternativa promissora para resolver
o problema do descarte excessivo, agregando valor nutricional e
comercial ao pescado.'

A hidrdlise protéica de pescado usando enzimas proteoliticas se-
lecionadas possibilita o controle do grau de clivagem das proteinas no
substrato. A utilizacio de propor¢des adequadas de enzima/substrato
e tempos de reac@io permite a producio de hidrolisados com diferen-
tes estruturas moleculares e diferentes propriedades funcionais que
podem encontrar aplica¢es em varias formulacGes alimenticias.*

As enzimas microbianas, em comparag¢do com as de animais e
plantas, oferecem vdrias vantagens, incluindo ampla variedade de
atividades cataliticas disponiveis, e grande estabilidade para pH e
temperatura. O hidrolisado protéico resultante tem propriedades
peculiares de acordo com os novos peptideos gerados.’

A hidrdlise enzimatica das proteinas € um processo complexo
devido as muitas ligacdes peptidicas e sua acessibilidade especifica
para reagdes enzimadticas.® A especificidade das enzimas ndo € o
unico fator que afeta o perfil dos peptideos no produto final. Fatores
ambientais, tais como temperatura e pH, também sdo extremamente
importantes. Tanto a temperatura como o pH afetam extensivamente
acinética das reagdes enzimadticas, e o efeito destes fatores € diferente
para cada enzima.’

*e-mail: dgmprent@furg.br

Este trabalho teve a pretensdo de desenvolver um produto vidvel
economicamente para a industria de alimentos, obtendo hidrolisados
protéicos enzimaticos com propriedades funcionais adequadas para
consumo humano direto. O objetivo deste trabalho foi avaliar as
varidveis envolvidas com a obten¢do de um hidrolisado enzimadtico
a partir de duas espécies de pescado de baixo valor comercial, tendo
como agentes de hidrdlise duas proteases microbianas, a Alcalase e
a Flavourzyme.

PARTE EXPERIMENTAL
Matéria-prima

Foram utilizadas as espécies cabrinha (Prionotus punctatus) e
corvina (Micropogonias furnieri), provenientes de empresas proces-
sadoras de pescado da cidade do Rio Grande, estado do Rio Grande
do Sul. O pescado foi transportado em recipientes com gelo até o
Laboratério de Tecnologia de Alimentos da Universidade Federal do
Rio Grande (FURG), onde foi realizado o processamento. Assim, o
pescado foi, imediatamente, lavado com agua clorada 5 ppm, des-
cabecado, eviscerado e filetado. Os filés foram acondicionados em
embalagens pldsticas de polietileno e armazenados sob congelamento
a-18 °C até a utilizacao.

Caracterizacdo da matéria-prima

Os filés foram homogeneizados e caracterizados de formas fisica
e quimica (pH e rendimento, proteina, gordura, umidade e cinzas).
O pH foi medido através da utiliza¢do de potencidometro de bancada
e o rendimento foi calculado a partir do peso inicial do pescado em
relacéio ao peso dos filés obtidos, o que possibilitou a determinacdo
do balanco de massa final do processo. As demais andlises foram
realizadas de acordo com a AOAC.” Todas as andlises foram reali-
zadas em triplicata.

Enzimas microbianas

O processo enzimético foi realizado com Alcalase 2.4 L que ¢ uma
endopeptidase bacteriana produzida a partir do Bacillus lichenformis
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que possui atividade enzimatica 6tima entre 50 e 70 °C e a valores
de pH entre 6,0 e 10,0.® A Flavourzyme € um complexo de protease/
peptidase produzido por fermentacido submersa de uma linhagem
selecionada do fungo Aspergillus oryzae. As condigdes 6timas de
trabalho para a Flavourzyme 500 L relatadas sdo pH entre 5,0 e 7,0
com temperatura 6tima em torno de 50 °C." As enzimas utilizadas
foram adquiridas da empresa Novozymes.

Processo de obtencéo do hidrolisado enzimatico de pescado

Para a obten¢@o do hidrolisado protéico, a amostra foi homoge-
neizada com o tamp@o correspondente ao pH desejado na proporc¢ao
de 5:1 (tampdo:pescado). As hidrélises foram realizadas em dois
reatores de vidro, encamisados e abertos de 250 mL conectados em
série, juntamente com um banho ultratermostatico (Quimis®, modelo
214.D2) e dois agitadores eixo-hélice (Tecnal, modelo TE-039/1 e
Quimis®, modelo Q-251D2K). Todos os niveis de variagdes dos para-
metros avaliados estdo descritos na Tabela 1. Para o inicio da hidrélise
foi adicionada enzima e foi realizado o controle de temperatura, pH
e tempo da reacdo. Apds transcorrido o tempo de reacdo, as enzimas
foram inativadas termicamente por 15 min a diferentes temperaturas
e a secagem dos hidrolisados foi realizada em estufa com circulagio
de ar a 60 °C por 10 h.

Planejamento experimental

Para cada enzima em estudo foram realizados dois tipos de plane-
jamento experimental. No planejamento inicial, o intuito foi verificar
quais varidveis do processo de hidrdlise enzimatica influenciavam no
grau de hidrélise, por isso a opgdo foi por um screening design do
tipo Plackett-Burman, com oito varidveis de entrada estudadas em
dois niveis para cada enzima. A Tabela 1 mostra os niveis para cada
varidvel independente estudada. Como resposta foi avaliado o grau de
hidrélise (%GH) apresentado pelos hidrolisados finais de cada ensaio,
sendo as determinagdes realizadas em triplicata. Foram realizados 3
pontos centrais para cada espécie de pescado estudada.

A partir dos resultados obtidos com o primeiro planejamento foi
realizado um segundo planejamento, sendo este um fatorial comple-
to do tipo 2° para cada enzima. O objetivo deste planejamento foi
otimizar os resultados obtidos em relacdo ao grau de hidrdlise. Para
a enzima Alcalase foram analisadas como varidveis independentes
a temperatura, pH e concentragio do substrato e foram mantidos
fixos os pardmetros concentragio de enzimaem 0,5 g . g"pesca .
espécie cabrinha e o tempo de hidrélise em 60 min. Para a enzima
Flavourzyme, as varidveis independentes escolhidas foram pH, con-
centracdo da enzima e concentrag¢@o do substrato e foram mantidos
fixos a temperatura de 50 °C e a espécie cabrinha por um tempo de

Tabela 1. Valores das varidveis do planejamento do tipo Plackett-
Burman e seus respectivos niveis codificados

Varidveis -1 0 +1
Temperatura (°C) 50 55 60
Espécie de pescado cabrinha - corvina
pH — Alcalase 8,0 8,5 9,0
pH — Flavourzyme 6,0 6.5 7,0
Tempo (min) 60 90 120
Concentragdo enzima (%) 0,5 1,25 2,0
Concentragdo substrato (g mL™") 1,0 1,5 2,0
Temperatura inativagao (°C) 80 85 90
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reacdo de 120 min. As varidveis independentes e seus respectivos
niveis para cada enzima estao apresentados na Tabela 2. As respostas
avaliadas foram %GH e o Nitrogénio Recuperado (%NR).

Tabela 2. Varidveis do planejamento fatorial completo 2° e respectivos
niveis codificados para as enzimas Alcalase e Flavourzyme

Enzima Variaveis -1,68 -1 0 +1  +1,68
Temperatwra 35 50 60 70 768
(®)
Alcalase pH 7,16 7,5 80 85 884
[1Substrato 6 500 1000 1500 1840
(mg mL™")
pH 616 65 70 715 7.84
[1Enzima 550 59 30 368
Flavourzyme  (mgg')
[]Substrato o 560 1000 1500 1840
(mg mL™")

Os niveis estudados para as varidveis independentes dos plane-
jamentos utilizados para a obten¢@o dos hidrolisados enziméticos
de pescado de baixo valor comercial foram baseados nas condi¢oes
de trabalho de cada enzima, segundo recomendacio de diferentes
autores.'$14

Grau de hidrolise

A reagdo foi inativada com adi¢do de uma solucdo de 4cido
tricloroacético (TCA) 6,25%. Ap6s repouso de 10 min as proteinas
foram quantificadas pelo método de Lowry et al.."> As leituras das
amostras foram realizadas em espectrofotdmetro Kary 100 UV visivel
a 750 nm. O grau de hidrélise foi medido segundo método descrito
por Hoyle e Merrit'* e por Liceaga-Gesualdo e Li-Chan, ' calculado
segundo a Equagdo 1.

Y GH = Proteina Soluvel 100 (1)
Proteina Total Amostra

Nitrogénio recuperado

O nitrogénio recuperado foi avaliado segundo método descrito
por Benjakul e Morrissey,'? onde, apds a hidrdlise, o sobrenadante é
separado por centrifugacdo a 6000 x g por 30 min. Foi medido o ni-
trogénio total presente no sobrenadante e comparado com o nitrogénio
total do substrato. A determinagdo do nitrogénio total foi realizada
pelo método de Kjeldahl”. A %NR foi calculada pela Equagdo 2.

Ntotal Sobrenadante (mg)
Ntotal Substrato (mg)

%NR = *100 )

RESULTADOS E DISCUSSAO
Determinacao de pH

A polpa da cabrinha apresentou valor de pH 6,7 enquanto que
a de corvina apresentou valor de pH 6,8, demonstrando estarem na
faixa ideal de qualidade, ja que o pH do musculo, segundo autores
como Maldonado!” e Contreras-Guzmdn'® estd entre 6,5 e 7,0 para
pescado capturado em alto mar. O mesmo € afirmado por Martin, '
pois o pH € um parametro importante e pode definir a qualidade de
um alimento. O pH pode ser afetado por reagdes que ocorrem apds a
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morte do animal e indica a presenca de microrganismos que, através
de seu metabolismo, causam acimulo de material metabdlico alcalino,
o que eleva o valor do pH, diminuindo a qualidade do alimento.

Rendimento dos filés de pescado

O rendimento foi avaliado em dois blocos, cada um em triplicata.
Para a cabrinha o rendimento do filé foi de 30,7%, enquanto que para
acorvina o valor foi de 35,5%. O baixo rendimento apresentado pela
cabrinha € explicado pelo formato deste pescado, pois possui cabega
muito grande quando comparada com o resto do corpo.

Composicao centesimal dos filés de pescado

Os pescados utilizados apresentaram composicdo centesimal
muito semelhante. A quantidade de proteina foi de 16,9% para a ca-
brinha e 17,6% para a corvina. As cinzas totalizaram 1% para ambas
as espécies. A cabrinha apresentou 0,3% de lipidios e a corvina 2%,
sendo que todos os resultados estdo expressos em base imida. Estes
resultados concordam com os publicados por Contreras-Guzman'®
e Moraes et al.® que para cabrinha obtiveram 79,1% de umidade;
17,4% de proteina; 1,6% de lipidios e 1,4% de cinzas e para corvina
obtiveram 76% de umidade, 18,8% de proteina, 2,3% de lipidios e
1,1% de cinzas.

Planejamento preliminar

Os resultados dos efeitos para a varidvel grau de hidrélise (GH)
para as enzimas Alcalase e Flavourzyme utilizando a matriz Plackett-
Burman estdo apresentados na Tabela 3. Para a enzima Alcalase o
menor grau de hidrdlise encontrado foi de 15,6%;, utilizando corvina,
pH 9 a 50 °C, concentrag@o de enzima de 0,5%, concentragdo de
substrato de 2 g mL"! e inativagdo enzimdtica a 90 °C em tempo de
reacdo de 120 min. O maior grau de hidrdlise foi de 34,2% e ocorreu
quando foi utilizada corvina, pH 8 a 60 °C, concentracio de enzima de
0,5%, concentracdo de substrato 1 g mL"!, temperatura de inativagao
de 80 °C em periodo de 120 min. O tempo de reagdo e a concentragiao
da enzima nao foram significativos no processo, demonstrando que as
varidveis com maior efeito sobre o processo de hidrdlise, neste caso,
foram a temperatura, com efeito positivo e o pH e a concentragdo de
substrato, com efeitos negativos. Isto demonstra porque este ensaio
obteve o melhor resultado de %GH, pois contempla todas as varidveis
de maior efeito nos seus valores, no caso, avaliados como os melho-
res parametros 60 °C; 8,0 e lgpesca “ mL"mmpao. Observando trabalhos
anteriores, a Alcalase foi estudada juntamente com a Neutrase, por
Benjakul e Morrissey,'? em residuos sélidos de pescada a pH 9,5 e 60
°C, onde a Alcalase apresentou atividade consideravelmente maior que
a Neutrase, o que levou a uma hidrélise mais eficiente. As condi¢oes
Otimas para Alcalase foram préximas as obtidas neste trabalho, onde
foram utilizados 1 h de reacio, propor¢do substrato:tampao de 1:1
(pv"),a60°CepHD9,5. Segundo Liceaga-Gesualdo e Li-Chan'® e
Kristinsson e Rasco,” a Alcalase tem mostrado ser a enzima mais
economicamente vidvel quando comparada com outros preparados
enzimadticos testados para hidrolisar proteina do musculo de pescado,
pois necessita de menor tempo de reacio para obter o mesmo grau
de hidrélise que outras enzimas.

Para a Flavourzyme a temperatura ndo apresentou efeito sig-
nificativo, e as varidveis de maior importancia foram o pH (7,0), a
concentracao da enzima (2,0%) e a concentrag@o do substrato (1 & escado
mL"). Como demonstrado anteriormente em vérios estudos,''%2? a
enzima Flavourzyme trabalha melhor perto da neutralidade. Também
foi observado que necessita de quantidade maior de enzima quando
utilizada em uma mesma concentracio de substrato.® Slizyté er al.'*
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utilizaram uma quantidade bem inferior de enzima (0,1%), para atingir
grau de hidrélise de 18% com subprodutos de bacalhau.

Tabela 3. Efeitos estimados no grau de hidrélise dos hidrolisados
protéicos de pescado processados com as enzimas Alcalase e Fla-
vourzyme

Alcalase Flavourzyme
Varidvel Grau Hidrélise Grau Hidrélise
(%) P (%)

Temperatura 4,26 0,0027 -0,31 0,4109
ifi;é:a' 1,93 0,0541 1,93 0,0027
pH 7,24 0,0002 2,37 0,0011
Tempo 0,63 0,4491 1,14 0,0226
[ ] Enzima 0,59 0,4791 7,0 0,0000

Para ambas enzimas foi observado que a cabrinha demonstrou
comportamento melhor no processo, proporcionando valores maiores
de grau de hidrélise. Estudos comparativos de enzimas exdgenas,
como a alcalase e a Flavourzyme, sdo complicados pelo fato de que
as enzimas possuem diferentes atividades especificas, especificidades
e condi¢des otimas de trabalho. Em alguns casos, como o descrito
por Aspmo et al.,” as enzimas proteoliticas t8m sido comparadas
através do ajuste das condi¢des de hidrélise as condi¢des Gtimas
descritas pelos processadores, sem considerarem que estas condigdes
otimas também podem depender do substrato utilizado. Ao avaliar
a atuacdo das enzimas nos substratos estudados foi observado que
quando utilizada a espécie cabrinha, ao invés da corvina, o grau de
hidrélise obteve aumento de 1,9%.

Planejamento definitivo

Foram consideradas apenas as varidveis significativas ao nivel de
confianca de 85%. Segundo a literatura, um modelo tem validagio
estatistica quando o valor de F calculado € pelo menos 3 a 5 vezes
maior que o valor tabelado.*?

Alcalase

As respostas apresentadas para o grau de hidrélise e nitrogénio
recuperado podem ser visualizadas na Tabela 4. O maior grau de
hidrdlise obtido neste estudo foi de 34,7%, similar ao obtido com o
processamento de hidrolisado de arenque utilizando Alcalase.'® Diniz
e Martin® e Guérard et al.’ obtiveram resultados de %GH na mesma
faixa dos obtidos neste trabalho, onde estes avaliaram o efeito do pH,
da temperatura e da propor¢io enzima-substrato mas obtiveram um
modelo preditivo onde todas as varidveis influenciavam. As varidveis
da hidrdlise foram otimizadas a pH de 8,3; temperatura de 53,6 °C
eES'de3,6% (pp).

No caso do hidrolisado protéico de cabrinha, obtido a partir da
enzima Alcalase, este ndo apresentou um modelo preditivo para o
grau de hidrdlise, pois o valor de F calculado (4,69) ndo foi trés vezes
maior que o tabelado (2,17). Para o grau de hidrdlise o pH ndo mos-
trou efeito significativo, a temperatura apresentou efeito positivo e a
concentragdo do substrato, efeito negativo. Isto significa que a enzima
Alcalase trabalha melhor a temperaturas mais elevadas, em torno de
70 °C, e com o substrato menos concentrado, no caso, 500 mg mL'.
Mairquez e Vazquez®® trabalharam em faixa mais baixa de temperatura,
mas obtiveram os melhores resultados de grau de hidrdlise no nivel
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Tabela 4. Respostas apresentadas para o grau de hidrélise e nitrogénio
recuperado para o hidrolisado enzimadtico de cabrinha obtido com a
enzima Alcalase

Ensaio Tem(pjg‘t“ra p (mg[i]lL_l) %GH  %NR
1 1 B 1 B34 831
2 1 1 1 347 885
3 B 1 -1 37 757
4 1 1 A 347 805
5 1 1 1 236 854
6 1 B I 265 8138
7 1 1 1 239 842
8 1 1 1 236 757
9 41,68 0 0 200 812
10 1,68 0 0 264 453
1 0 1,68 0 186 869
12 0 1,68 0 21,1 83,6
13 0 0 1,68 288 823
14 0 0 168 314 792
15 0 0 0 28 879
16 0 0 0 203 822
17 0 0 0 196 761

mais alto estudado e também obtiveram aumento no grau de hidrdlise
quando o substrato estava menos concentrado, concordando assim
com os resultados obtidos no presente trabalho. A Alcalase mostrou
ser termo resistente, concordando com o afirmado por Kristinsson e
Rasco,? pois trabalhou melhor em temperatura alta (70 °C).

A resposta nitrogénio recuperado obteve F calculado (7,11)
trés vezes maior que o F tabelado (2,33), e mostrou a temperatura
como varidvel significativa no processo, originando assim o modelo
descrito na Equacdo 3.

%NR = 84,89 - 4,56T — 6,17T* 3)

O valor do coeficiente de determinagdo demonstrou que 71% do
comportamento pode ser explicado pelo modelo. Através da andlise
dos resultados obtidos nos pontos axiais, com relagdo a temperatura
foi observado que no —a. foi obtido 81,2% de nitrogénio recuperado
e que no +o. apenas 45,3%, o menor valor encontrado dentre todos
os ensaios. Isto mostra que a temperatura de reag@o € de suma impor-
tancia na recuperagdo do nitrogénio de um hidrolisado, assim como
observaram Liaset et al.’’ com a enzima Protamex™. Isto também
explica o baixo valor do coeficiente de determinacdo, pois a tempe-
ratura mostrou efeito negativo, o que significa que quanto menor a
temperatura da reag@o maior € o nitrogénio recuperado, o que pode
ser observado na Figura 1.

Flavourzyme

Segundo Diniz e Martin,® investigando a hidrélise de proteina
de cacdo por proteases bacterianas, o pH, a temperatura e a pro-
por¢do enzima-substrato marcadamente influenciaram na clivagem
das ligagdes peptidicas do substrato protéico. O grau de hidrdlise
depende da enzima utilizada e a Flavourzyme, quando comparada
com a Neutrase, causou maior grau de hidrdlise. Segundo Slizyte et
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Figura 1. Superficies de respostas do efeito combinado da concentragdo
de substrato e pH nas temperaturas de (a) 50 °C e (b) 70 °C para a enzima
Alcalase em fungdo do nitrogénio recuperado

al.'3 isto ¢ justificado por esta ser uma exopeptidase. As respostas
apresentadas pelo grau de hidrdlise e nitrogénio recuperado para o
hidrolisado enzimatico de cabrinha obtido com a enzima Flavourzyme
estdo apresentadas na Tabela 5. A andlise de varidncia mostrou que
o modelo quadrdtico se ajustou aos dados experimentais quanto ao
9%GH, pois o F calculado (10,71) foi trés vezes maior que o F tabelado
(2,21). O valor do coeficiente de determinagdo demonstrou que 94%
do comportamento pode ser explicado pelo modelo.

O modelo para o grau de hidrélise estd demonstrado na Equagao 4,
o qual foi gerado utilizando 85% de confianca. O modelo polinomial
mostra que o termo linear de concentragdo do substrato contribui
para a resposta, assim como o pH quadrdtico e as interagdes entre
todas as varidveis.

%GH = 21,78 — 0,88[S] + 1,04pH* + 1,92pH[E] + 0,85pH[S]
- 1,76[E][S] “

Desta forma, o modelo foi utilizado na construgao da superficie de
resposta, permitindo a visualiza¢do do comportamento do hidrolisado
enzimdtico de cabrinha obtido com a enzima Flavourzyme em funcao
das varidveis que apresentaram influéncia significativa sobre a varidvel
dependente, grau de hidrélise, demonstrado na Figura 2.

Para o nitrogénio recuperado nao se obteve um modelo preditivo
para a Flavourzyme, pois o valor de F calculado (5,94) ndo foi trés
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Tabela 5. Respostas apresentadas para o grau de hidrdlise e nitrogénio
recuperado para o hidrolisado enzimadtico de cabrinha obtido com a
enzima Flavourzyme

Ensaio pH (m[:]g“) (mg[?iL“) %GH 90NR
1 -1 -1 -1 254 71,4
2 1 -1 -1 14,3 94,8
3 -1 1 -1 28,0 974
4 1 1 -1 30,0 72,9
5 -1 -1 1 22,3 700
6 1 -1 1 22,3 65,8
7 -1 1 1 19,5 80,8
8 1 1 1 21,8 79,0
9 -1,68 0 0 26,8 77,8
10 1,68 0 0 254 82,1
11 0 -1,68 0 19,8 63,4
12 0 1,68 0 24,7 88,1
13 0 0 -1,68 23,8 82,3
14 0 0 1,68 19,8 79,2
15 0 0 0 21,9 75,0
16 0 0 0 24,1 83,7
17 0 0 0 232 78,3

l\?ﬁl QSHOIN 20 Ve

Figura 2. Superficie de resposta do efeito combinado da concentragdo da
enzima Flavourzyme e da concentragdo do substrato no pH dtimo de 7,5 em
Jungdo do grau de hidrolise

vezes maior que o tabelado (2,22).

Para o hidrolisado enzimético de cabrinha a partir da Flavourzyme
foi observado pH 6timo de 7,5, trabalhando melhor em temperatura
mais branda (50 °C), o que pode ser explicado por sua baixa resis-
téncia ao calor e a quantidade utilizada de enzima, que foi de 3%
(p p"), enquanto que com a Alcalase foi utilizado 0,5% (p p'). Can-
dido e Sgarbieri,'® apds testarem diferentes preparados enziméticos
(Alcalase, Flavourzyme e Esperase), escolheram a Flavourzyme
devido as seguintes caracteristicas: baixo pH 6timo (7,0), produz
hidrolisados com sabor agraddvel (menos amargor); ¢ menos termo-
resistente, favorecendo a inativa¢io ao final do processo de hidrélise
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e necessita menor quantidade de enzima para obten¢do do mesmo
grau de hidrdlise.?®

Os resultados podem ser comparados com os obtidos por Nilsang
et al.’ que estudaram a hidrdlise a partir da enzima Flavourzyme,
mas hidrolisando um concentrado protéico de pescado e concluiram
que a Flavourzyme mostrou hidrdlise eficiente, com condi¢des Stimas
de SOLAPU_ g"pmdrm , 6 h de reagdo a 45 °C. Para o hidrolisado
enzimdtico de cabrinha a concentragdo da enzima que se mostrou
melhor foi a30 mg g"pesca 1 dconcentragdo do substrato foi de 500 mg
mL"' de tampdo em pH 7,5 e reagdo por 2 h a 50 °C. Os pardmetros
utilizados para a andlise foram diferentes, mas concordam quando
avaliam que a Flavourzyme é uma enzima que precisa de tempo maior
para atingir o grau de hidrélise desejado e que trabalha a temperaturas
mais brandas que a Alcalase.

CONCLUSAO

Para Alcalase as varidveis que obtiveram maior efeito no processo
de hidrélise foram temperatura, pH e concentragdo do substrato,
enquanto que para Flavourzyme foram pH, concentracio da enzima
e concentrag@o do substrato.

A espécie que se mostrou mais apropriada ao processo de hi-
drdlise foi a cabrinha, obtendo maiores valores de grau de hidrélise
utilizando tanto Alcalase como Flavourzyme, aumentando em aproxi-
madamente 1,9% o grau de hidrélise, quando comparada a corvina.

O maior grau de hidrélise obtido para a enzima Alcalase foi de
34,7%; sendo este ensaio realizado a 70 °C, pH 7,5, concentracdo do
substrato de 500 mg mL" a 0,5% (p p'") de enzima, com a cabrinha
durante 1 h de reacdo. O hidrolisado que obteve maior nitrogénio
recuperado (88,5%) ocorreu nas mesmas condigdes, onde foi obtido
o maior grau de hidrdlise.

O maior grau de hidré6lise para a reacido com Flavourzyme
ocorreu a 50 °C, pH 7,5, concentracdo do substrato de 500 mg mL"',
concentracdo da enzima de 3% (p p'), com a cabrinha durante 2 h
de reagdo, apresentando grau de hidrélise final de 30%. A reacdo que
obteve a maior quantidade de nitrogénio recuperado (97,4%) foi a
que ocorreu a 50 °C, pH 6,5, concentra¢do do substrato de 50 mg
mL"!, concentragdo da enzima de 3% (p p™'), utilizando a cabrinha
durante 2 h de reagio.

O estudo realizado mostra que € possivel produzir hidrolisados
protéicos enzimdticos, com resultados satisfatérios de grau de hi-
drélise e nitrogénio recuperado, a partir de pescados de baixo valor
comercial.
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