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1. INTRODUCAO

Segundo Brasil (2018), entre os anos de 2009 a 2018, ocorreram 2.350
surtos notificados de doencgas transmitidas por alimentos (DTA) no pais e, destes,
os pescados foram responsaveis por 2,1%. Os pescados sdo alimentos
suscetiveis a proliferacdo microbiana, principalmente devido as suas
caracteristicas intrinsecas, como alta atividade de agua, grande biodisponibilidade
de macro e micronutrientes, alto teor de gorduras insaturadas de facil oxidagéo e
pH préximo da neutralidade (da ROCHA et al., 2013). A contaminacdo com micro-
organismos patogénicos pode ocorrer jA no seu ambiente natural de vida e
permanecer ap0s a captura, durante o transporte e processamento na industria,
podendo chegar até o ambiente de comercializagdo e carrear os patdgenos para
objetos e utensilios dos locais de venda (BARRETO et al., 2012; FARIAS, 2006).
Outro fator que pode influenciar na contaminac¢do do produto final é a acdo do
homem na cadeia produtiva, ja que manipuladores de alimentos possuem um
papel importante na disseminacao de patdégenos (REIS et al., 2017).

Yersinia enterocolitica € uma bactéria Gram negativa que causa doenca
transmitida por alimentos (DTA), sendo responsavel por causar sindromes
gastrintestinais, que variam de enterite aguda a linfadenite mesentérica. Este
micro-organismo tem sido isolado de amostras ambientais, como lagoas e lagos,
e de alimentos, como carne de porco, carne bovina, ostras, peixe e leite cru. E
uma bactéria psicrotréfica, capaz de se multiplicar em temperaturas usualmente
utilizadas durante o armazenamento do pescado. Além disso, também resiste ao
congelamento, aumentando sua importancia em doengas transmitidas por
pescados (FALCAO e FALCAO, 2006). Ja foi isolada de diversos animais
marinhos, como corvina (Micropogonias furnieri) e linguado (Paralitichys
orbignyanus) (ROSA et al., 2019, no prelo), também de outros frutos do mar,
como por Li et al. (2018), que isolaram, na Alemanha, de mexilh&o, camaréo e
cefal6podes.

A hidrdlise enzimatica € um processo proteolitico enzimatico, em que as
enzimas atuam como catalisadores biolégicos, acelerando a hidrélise das
proteinas, resultando na clivagem das ligacdes peptidicas com producdo de
peptideos de diferentes tamanhos e aminoacidos livres (CENTENARO, 2001;
SILVA et al., 2014), que podem ter agdo antimicrobiana (SILVA et al., 2014). De
acordo com Chou et al. (2016), essa atividade pode ser explicada pela porgéao
hidrofébica e carga positiva dos hidrolisados, que ao se ligarem a superficie
anibnica dos micro-organismos induzem a ruptura da membrana bacteriana. Além
de ser um método de aproveitamento e agregacao de valor aos produtos oriundos
de pescado, sejam eles os destinados ao descarte, como os subprodutos, ou
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carne de peixes de baixo custo de producdo (CENTENARO, 2011), os
hidrolisados proteicos também tém potencial para serem utilizados diretamente
nos alimentos prontos para o consumo com a finalidade de impedir a
contaminagdo do mesmo por micro-organismos patogénicos (CORTEZ-VEGA et
al., 2014).

Portanto, esse trabalho tem como objetivo avaliar a agao antimicrobiana
de hidrolisados proteicos oriundos de carne de corvina com acdo das enzimas
novozym e pepsina com diferentes concentracdes e tempos de hidrolise

2. METODOLOGIA

Foram obtidas corvinas evisceradas no Mercado Central de Pelotas.
Para a obtencéo da carne de pescado, foi feita a filetagem dos pescados limpos e
eviscerados. Entdo, o filé foi triturado até obtencdo de polpa, lavado com agua
clorada (5 ppm) 1:5 (p/v), homogeneizado com agua MilliQ e teve o pH ajustado
com NaOH ou HCI para o ideal de cada enzima utilizada.

As enzimas utilizadas foram pepsina (obtida da mucosa de estdbmago
suino, Sigma-Aldrich, Brasil) e novozym (protease espectral obtida por
fermentacao de Aspergillus sp., Sigma-Aldrich, Brasil).

O isolado proteico de peixe foi obtido a partir da homogeneizacdo da
carne com agua (1:9 p/v) em banho-maria ultratermostatico por 5 minutos a 2-3°C
com agitacao, entdo ocorreu a solubilizacdo de proteinas com adicdo de NaOH
1M (pH 11,2) por 20 minutos. A mistura foi centrifugada (7.500 x g/15 minutos), o
sobrenadante separado e precipitado com HCI 1M (pH 5,2) também por 20
minutos e centrifugacao, para retirada do residuo liquido (sobrenadante), entéo, o
precipitado foi adicionado de agua 1:1 e filtrado (SILVA et al., 2014).

Antes de iniciar a reacdo de hidrélise, as enzimas enddgenas dos
isolado proteicos de peixe foram inativadas, por aquecimento a 85°C/15 minutos.
A reacao de hidrolise ocorreu em reator de vidro de parede dupla conectado a um
banho termostatizado, foram testadas duas concentracbes (5 e 10%) e dois
tempos de hidrélise para ambas enzimas (15 e 30 minutos). Foi ajustado o pH
para o ideal de cada enzima, para pepsina 2,0 e para novozym 8,0.

Para interromper a reacdo de hidrélise, as misturas foram aquecidas a
95°C durante 15 minutos. E mantidas sob refrigeragéo (-18°C).

Trés cepas de Y. enterocolitica previamente isoladas por ROSA et al.
(2019, no prelo) de linguado (uma) e de corvina (duas) foram utilizadas no estudo.

A atividade antimicrobiana dos hidrolisados proteicos foi determinada
através do teste de disco-difusdo em Agar Mueller-Hinton (MH, Acumedia,
Lansing, Michigan, USA), conforme técnica recomendada pelo National
Committee for Clinical Laboratory Standards (CLSI, 2012). As cepas de Y.
enterocolitica foram recuperadas em caldo infusdo de cérebro e coragédo (BHI,
Brain Heart Infusion, Acumedia) por 24 horas. Entdo, 100 pL de cada cultura, com
padronizacdo prévia de concentracdo, através de contagem do crescimento e
medicdo da densidade 6tica, em 108 UFC/mL, foram semeados na superficie de
MH. Apoés, foram colocados discos de papel filtro com 6 mm de diametro
impregnados com as solu¢des dos hidrolisados nas diferentes concentracdes e
tempos de hidrélise. As placas foram incubadas a 37°C por 24 horas. Entéo, foi
verificada a formacdo de halos. Foram consideradas sensiveis as cepas que
apresentaram halos maiores que o diametro do disco de papel filtro.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO
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Hidrolisados de pepsina a 5% com 15 e 30 minutos de reacéo de hidrdlise
tiveram acdo antimicrobiana frente aos isolados obtidos de linguado, porém a
acao frente aos isolados de corvina na mesma concentracdo foi observada
apenas com 30 minutos de hidrélise. O hidrolisado de novozym a 5% com 15
minutos de hidrélise teve acédo frente ao isolado de linguado. Entdo, ambas
enzimas na menor concentracdo testada, ou seja, 5% ja sdo eficientes na
eliminacdo do micro-organismo avaliado e a acdo antimicrobiana desses
hidrolisados € afetada pelo tempo de hidrolise usado para sua obtencdo, sendo
30 minutos o melhor tempo para a pepsina e 15 minutos para a hovozym.

Assim como no presente estudo, da Rocha et al. (2018) também avaliaram a
acdo antimicrobiana de duas enzimas proteoliticas e obtiveram resultados
semelhantes ao apresentado, com acdo antimicrobiana das enzimas alcalase e
protamex frente a micro-organismos Gram negativos. Robert et al. (2015), que
testaram protamex frente a outra espécie de Yersinia, Y. ruckeri, comum de ser
isolada em pescados, também identificaram ag¢do antimicrobiana da enzima. As
enzimas utilizadas no nosso estudo ndo foram abordadas por outros
pesquisadores frente ao micro-organismo avaliado, portanto, este é o primeiro
estudo que avaliou a agao antimicrobiana de novozym e pepsina frente a Y.
enterocolitica. Os resultados obtidos indicam que os hidrolisados estudados tém
potencial para uso em alimentos a base de pescados com vistas ao controle da
contaminacdao por Y. enterocolitica.

4. CONCLUSOES

Hidrolisados proteicos oriundos de carne de corvina com pepsina e
novozym tem acdo antimicrobiana frente a Yersinia enterocolitica. A menor
concentracdo testada, 5%, ja tem acdo eficaz e ambos tempos de hidrélise
também, entretanto mais testes devem ser feitos com outros micro-organismos
para verificar o espectro de acédo antimicrobiana dos hidrolisados..
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