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1. INTRODUCAO

Segundo PEIXE BR (2019), a producéo pesqueira no Brasil cresceu 4,9%
no ano de 2019. Essa atividade é realizada desde os primérdios da humanidade e
representa uma fonte de renda para as familias que vivem nas cercanias de rios e
mares. De acordo com os dados da FURG/MPA (2018), foram pescados
16.612.374 kg de peixe com pesca artesanal no estado do Rio Grande do Sul no
ano de 2018. A pesca de corvina (Micropogonias furnieri) representou 14% do
total pescado, com 2.241.125 kg. O processamento do pescado gera diversos
residuos que, quando ndo descartados da forma correta podem se tornar
poluentes ambientais. Os 0ssos representam cerca de 16% do peso do peixe vivo
e sdo pereciveis, devido a sua composicao, acarretando contaminagdo ambiental
guando descartados de forma inadequada (REN et al., 2012).

Os hidrolisados proteicos permitem a transformacgéo do que era poluente
ou residuo de baixo valor em produtos de excelente qualidade e com alto valor
agregado ao produto final (da ROSA ZAVAREZE et al., 2014). Também podem
ter acdo antimicrobiana frente a micro-organismos patogénicos que S&o
veiculados por alimentos (SILVA et al., 2014).

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 oxidacdo e pH préximo da neutralidade (da ROCHA et al.,
2013). Segundo BRASIL (2018), os pescados estavam relacionados a 2,1% dos
surtos de doencas transmitidas por alimentos (DTA) relatados no Brasil entre os
anos de 2009 a 2018.

Dentre esses microrganismos, Yersinia enterocolitica é causador de
infecc@o entérica em humanos (CDC, 2019a), assim como Salmonella, que pode
causar diarreias severas (CDC, 2020). Vibrio parahaemolyticus é responsavel por
causar enterite, principalmente em pessoas que consomem pescados crus ou mal
cozidos (CDC, 2019Db).

Portanto, este trabalho teve como objetivo avaliar agédo antimicrobiana de
hidrolisados proteicos obtidos a partir de osso de corvina com enzimas
especificas frente a isolados de Yersinia enterocolitica, Salmonella Enteritidis e S.
Typhimurium e Vibrio parahaemolyticus.

2. METODOLOGIA

Foram obtidas corvinas evisceradas no mercado central de Pelotas e
encaminhadas ao laboratorio em caixas isotérmicas com gelo reutilizavel.
Os ossos foram separados manualmente da carne e deixados em solucéao de HCI
0,1M por 24 horas a 4°C para retirada da carne que ainda estivesse aderida.
Entdo, foram mantidos a 35°C até secagem total e triturados para passar pelo
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processo de desmineralizacdo. Foi feita homogeneizacdo com HCI 3% (1:5) a 600
rpm/5 min a 4°C e mantido o tratamento acido por 24 horas. Apos, a mistura foi
lavada com agua destilada a 35°C e sofreu centrifugacdo a 9.000 x g por 20 min.
Esse processo foi feito duas vezes. Entédo, o sedimento resultante foi lavado com
agua destilada a 35°C até que fosse atingido o pH 6,0. Feita uma filtragem com
filtro de algodao, seguida de secagem a 35°C por 48 horas.

Antes de iniciar a reacdo de hidrélise, as enzimas enddgenas dos isolados
proteicos de ossos de peixe foram inativadas, por aquecimento a 85°C/15
minutos. A reacdo de hidrolise ocorreu em reator de vidro de parede dupla
conectado a um banho termostatizado, foram testadas as enzimas pepsina e
novozym em trés concentracdes (2, 5 e 10%) e dois tempos de hidrolise (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 hidrolise, as misturas foram aquecidas a 95°C
durante 15 minutos. E mantidas a -18°C.

Trés cepas de Y. enterocolitica previamente isoladas por ROSA et al.
(2020) foram utilizadas no estudo, além de duas cepas de Salmonella, uma S.
Typhymurium (ATCC 13311) e uma S. Enteritidis (ATCC 130786) e também uma
de Vibrio parahaemolyticus (ATCC 17802).

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 e Salmonella foram recuperadas em caldo infusdo de cérebro e
coracao (BHI, Brain Heart Infusion, Acumedia) e as de V. parahaemolyticus em
agua peptonada alcalina (APA, Himedia, Mumbai, india), todas por 24 horas.
Entdo, 100 pL de cada cultura, com padronizacdo prévia de concentracao,
através de contagem do crescimento e medicdo da densidade 6tica, em 108
UFC/mL, foram semeados na superficie de MH. Para V. parahaemolyticus, o MH
foi acrescido de NaCl 1%. Apds, foram colocados discos de papel filtro com 6 mm
de didametro impregnados com as solucdes dos hidrolisados nas diferentes
concentracbes e tempos de hidrolise. As placas foram incubadas a 37°C por 24
horas. Entdo, 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
Os resultados sao apresentados na tabela 1.
Tabela 1. Acao inibitéria dos hidrolisados com diferentes tempos de reacdo de

hidrélise e diferentes concentragBes enzimaticas frente a Y. enterocolitica, S.
Typhimurium, S. Enteritidis e V. parahaemolyticus

Hidrolisados
Isolados P30'2% P30'5% P15'10% P30'10% N15'2% N15'5% N30'5%
Y. enterocolitica - - + + - - -
S. Tiphymurium - - - - - + -
S. Enteritidis - - - - - + +
V. parahaemolyticus + + - + + - +

+: houve acgéo inibitéria; -: ndo houve acao inibitoria; N: novozym; P: pepsina
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REN et al. (2012) avaliaram a acdo antimicrobiana de hidrolisados
proteicos obtidos com ossos de bagre-americano (Ictalurus puctatus) com cinco
proteases diferentes, obtendo melhores resultados com o hidrolisado produzido
com pepsina a 2%, que apresentou a melhor agdo antimicrobiana frente a
isolados de Escherichia coli, resultado semelhante aos nossos, em que
hidrolisados de pepsina a 2% também se mostraram capazes de inibir
microrganismos contaminantes de alimentos. SILVA (2014) avaliou a acdo de
hidrolisados proteicos obtidos a partir de ossos de corvina com duas diferentes
enzimas, alcalase e flavourzyme, e ambos hidrolisados, assim como no nosso
estudo, apresentaram ag¢ao antimicrobiana frente a S. Enteritidis, o que reforca
gue este microrganismo pode ser inibido frente a hidrolisados proteicos obtidos a
partir de ossos de pescados. GOMEZ-GUILLEN et al. (2010) avaliaram a ag&o
antimicrobiana de hidrolisados proteicos obtidos com pele de lula-de-humboldt
(Dosidicus gigas) e de atum (Tunnus spp) com alcalase e obtiveram resultados
positivos em se tratando de inibicAo do crescimento de Y. enterocolitica e
Salmonella choleraesuis. A composicdo da pele dos pescados € bastante
semelhante a dos 0sso0s, uma vez que a proteina presente em maior quantidade
em ambos € o colageno e, portanto, os hidrolisados proteicos com esses
materiais apresentam similaridade quanto a sua acéo.

A acdo antimicrobiana desses hidrolisados proteicos pode ser uma opgao
viavel para valorizagcdo do produto e também na seguranca dos alimentos
ofertados aos consumidores, agregando valor a subprodutos que muitas vezes
séo descartes industriais. Entretanto, mais testes devem ser realizados no sentido
de estabelecer a concentracdo e a forma de aplicacdo dos hidrolisados visando
ao controle do maior niumero possivel de espécies bacterianas indesejaveis no
alimento.

4., CONCLUSOES

Hidrolisado proteico obtido a partir de ossos desmineralizados de corvina
com novozym a 2% é eficiente para inibir o crescimento de V. parahaemolyticus e
a 5% é capaz de inibir o crescimento de Salmonella. Ja, o hidrolisado obtido com
com pepsina inibe o crescimento de V. parahaemolyticus tanto a 2 como 5 e 10%,
entretanto € necessaria a concentracédo de 10% para ser obtido um efeito eficiente
na eliminacao de Y. enterocolitica.
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