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RESUMO

TAVARES, Rodrigo Domingos Overa. Avaliagdo da Estabilidade Térmica de Histamina em
Conservas de Pescado por CLAE. 2012. 52p. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncia e Tecnologia
de Alimentos). Instituto de Tecnologia, Departamento de Po6s-Graduacdo em Ciéncia e
Tecnologia de Alimentos, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2012.

A histamina [4-(2-aminoetil) imidazol] é uma amina biogénica ndo-volatil e sintetizada pela
descarboxilagdo do aminoécido L-histidina livre. A presenca de bactérias histidina
descarboxilase, altas temperaturas e manipulacdo em condicGes higiénico-sanitarias inadequadas,
sdo fatores que viabilizam a biossintese de histamina. A histamina tem como caracteristica
importante a sua termorresisténcia pois, uma vez sintetizada, ndo se degrada através do processo
de apertizacdo, cozimento, congelamento ou, qualquer outro tipo de tratamento nas etapas de pos-
captura. Essa amina pode estar presente no pescado e em produtos fermentados (e.g. vinho,
cerveja, queijo, etc.) mas tem o pescado como principal alimento envolvido em episodios de
intoxicacdo. A ingestdo de altas concentracGes de histamina pode originar sintomas como
nauseas, cefaleia, diarreia, prurido e rubor facial, principalmente em individuos susceptiveis.
Cabe destacar que os peixes com altos indices de histamina, na maioria das vezes, ndo possuem
alteracOes sensoriais porém, ha relatos do desenvolvimento de sabor picante ou metélico no
consumo. O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito do processamento térmico na degradacgéo
de histamina em pescado. A Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) foi utilizada
como método de deteccdo e quantificacdo de histamina. A metodologia de extracdao consistiu em
utilizar metanol e para a detec¢ao do analito, a aliquota presente em “vial” foi derivatizada com o
reagente 6-aminoquinolil-N-hydroxisuccinimidil carbamato (AQC). As amostras analisadas
apresentaram concentragdes de histamina na faixa de 1,05 — 2,94mg kg, ou seja, bem abaixo da
legislacdo vigente, que corresponde a 100mg kg™. Houve reduc&o na concentracéo de histamina
em comparacdo ao filé in natura e a conserva enlatada. Tal fato pode ser justificado pela
solubilidade da histamina no liquido de cobertura e de imersdo dos filés. As amostras também
foram submetidas a contagem de bactérias histidina descarboxilase. Os valores de 4,60 e 1,80 log
UFC g correspondem a contagem em amostra de filé de pescado hibrido e de atum,
respectivamente. O monitoramento dos teores de histamina visa ratificar a seguranca alimentar
para o consumidor. Além disso, medidas de acdo preventiva e corretiva preconizadas pelo
sistema de Analise de Perigos e Pontos Criticos de Controle (APPCC) devem ser adotadas na
indUstria pesqueira a fim de fornecer alimentos in6cuos.

Palavras-chave: histamina, intoxicacdo escombrdide, pescado.



ABSTRACT

TAVARES, Rodrigo Domingos Overa. Assessment of Thermal Stability of Histamine in
Canned Fish by HPLC. 2012. 52p. Dissertation (Master’s degree in Science and Food
Technology). Instituto de Tecnologia, Departamento de P6s-Graduacdo em Ciéncia e Tecnologia
de Alimentos, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2012.

Histamine [4-(2-aminoethyl) imidazole] is a biogenic amine and nonvolatile synthesized by
decarboxylation of free L-histidine. The presence of bacterial histidine decarboxylase, high
temperatures and manipulation in inadequate sanitary conditions, are factors that enable the
biosynthesis of histamine. Histamine has an important feature for its heat resistance, once
synthesized, cannot be degraded through the process of sterilization, cooking, freezing, or any
other type of treatment that may suffer from post-capture. This amine can be present in fish and
fermented products (e.g. wine, beer, cheese, etc.) however, fish is the main food
involved. Ingestion of high concentrations of histamine may cause the appearance of symptoms
such as nausea, headache, diarrhea, itching and flushing, especially in susceptible individuals. It
should be noted that fish with high levels of histamine, in most of cases do not have sensory
changes but there are reports of development of spicy or metallic flavor. The main goal of
thissurvey was to assess the effect of thermal processing on degradation of histamine in
fish. High Performance Liquid Chromatography (HPLC) was used as a method of detection and
quantification of histamine. The extraction methodology was performed using methanol and for
the detection of analyte present in the aliquot of the vial was derivatized with the reagent 6-
aminoquinolyl-hydroxysuccinimidyl-N-carbamate (AQC). The analyzed samples showed
concentrations of histamine in the range 1.05 to 2.94mg kg, in other words below the current
legislation, which corresponds to 100mg kg™. There was a reduction in the concentration of
histamine in comparison to fresh and canned fish. This fact can be explained by the solubility of
histamine in covering liquid and dipping of fillets. The samples were also submitted to bacterial
count of histidine decarboxylase. The values of 4.60 and 1.80 log CFU g™* correspond to a sample
of hybrid fish fillet and tuna, respectively. Monitoring the levels of histamine aims to ratify the
food safety for consumers. In addition, preventive measures and corrective action recommended
by the system of Hazard Analysis and Critical Control Points (HACCP) must be taken in the
fishing industry to provide harmless food.

Keywords: histamine, scombroid poisoning, fish.
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1 INTRODUCAO

O pescado corresponde, a denominacdo genérica regulamentada em Decreto lei, aos
animais que habitam a &gua doce ou salgada e neste grupo encontram-se peixes, crustaceos,
moluscos, anfibios, quelénios e alguns mamiferos utilizados na alimentacdo humana.

As caracteristicas fisico-quimicas e microbioldgicas, tornam o pescado o produto de
origem animal mais susceptivel ao processo deteriorativo, por apresentar um valor de pH
proximo da neutralidade, elevada atividade de &gua nos tecidos e alto teor de nutrientes
disponiveis para a atividade microbiana.

Em funcdo da maior possibilidade de alteragdes, ha necessidade de melhor controle na
cadeia do frio desde a captura até a comercializacdo. Para o processo de industrializacdo, a
matéria-prima deve passar por uma criteriosa inspecdo a fim de avaliar aspectos como: escamas
brilhantes bem aderentes a pele e nadadeiras apresentando certa resisténcia aos movimentos
provocados; carne firme com consisténcia eléstica; cor propria a espécie; visceras integras
perfeitamente diferenciadas. A musculatura da parede abdominal ndo deve apresentar sinais de
autolise; odor especifico lembrando o de plantas marinhas; superficie do corpo limpo com
relativo brilho metélico; olhos transparentes, brilhantes e salientes ocupando completamente as
Orbitas; branquias roseas ou vermelhas, umidas e brilhantes; ventre rolico e firme ndo deixando
impressdo duradoura a pressdo dos dedos; anus fechado (BRASIL, 1997).

A microbiota presente, com destaque para as bactérias histidina descarboxilase, sdo as
responsaveis pela sintese dessa amina biogénica. Na intoxicacao escombrdide, também conhecida
como envenenamento por histamina de peixe (histamine fish poisoning), a ingestdo de alimentos
contendo altos teores de histamina provenientes da atividade de degradacdo da L-histidina por
descarboxilases microbianas e outras substancias relacionadas, provoca o aparecimento de sinais
e sintomas relacionados a hiperestimulacdo histaminérgica, como, dores abdominais, diarréia,
“rash” cutaneo, dores de cabega, hipotensdo arterial, palpitagdes, etc. Apesar de raramente fatal, a
intoxicacdo escombrdide debilita bastante o paciente, requerendo cuidados médicos.

O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito do processamento térmico na degradacdo da
histamina em pescado. A quantificacdo de histamina foi realizada por Cromatografia Liquida de
Alta Eficiéncia (CLAE).



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Aminas Biogénicas

As aminas biogénicas sdo definidas de forma geral como bases organicas de baixo peso
molecular (alifaticas ou heterociclicas), biologicamente ativas (FADDA, 2001; HALASZ, 1994;
LIMA; GLORIA, 1999; GENNARO, 2003) que atuam sobre o sistema nervoso central e
vascular. Neste grupo encontram-se as catecolaminas (adrenalina, noradrenalina), a serotonina, e
outras aminas (BOURGEIOS & LARPENT, 1994).

Sdo metabolitos responséveis por regular diversas funcbes fisiologicas em plantas,
animais e microrganismos, desempenhando papéis essenciais na manutencdo da homeostasia. Por
essa razdo, sio metabolitos secundarios amplamente encontrados em alimentos (BARDOCZ,
1995).

Na éarea de alimentos, o termo aminas biogénicas é usado para designar o grupo de aminas
ndo volateis como a histamina, cadaverina, espermina, putrescina, tiramina e triptamina
(BOURGEIOS & LARPENT, 1994).

Estas sdo formadas e degradadas como resultado normal do processo metabolico nos
animais, plantas e microrganismos geralmente produzidos pela descarboxilagdo de aminoacidos,
mas também pela aminacédo e transaminacdo de aldeidos e cetonas (BELITZ & GROSCH, 1997,
HALASZ et al., 1994; SILLA SANTOS, 1996; SMITH, 1981; BRINK, 1990).

As aminas serotonina, histamina e tiramina desempenham papéis importantes em muitas
funcdes fisiologicas humanas e animais (HALASZ et al., 1994). A tiramina promove a inibigéo
da monoaminoxidase, 0 que acarreta em aumento da pressdo vascular, a triptamina inibe a
diaminoxidase e, a RB-feniletilamina tem acdo inibitéria sobre ambas as aminoxidases
(STRATTON et al., 1991).

As aminas sdo essenciais para o crescimento e saude, porém, se presentes no alimento em
altas concentraces podem causar efeitos adversos, sendo acentuados em individuos sensiveis ou
submetidos a tratamento com farmacos inibidores da monoaminoxidase (LIMA & GLORIA,
1999).

Podem estar presentes em diversos alimentos e bebidas (e.g. vinho e cerveja),
principalmente em alimentos com altos niveis de proteina e produtos fermentados (e.g. queijo,
salame, etc.) (KOVACS, SIMON-SARKADI & GANZLER, 1999).

Os principais problemas alimentares causados por aminas biogénicas sdo a intoxicacao
por histamina, também conhecida como envenenamento escombroide (na literatura em lingua
inglesa o termo ¢ “scombroid poisoning”), € a intoxica¢do por tiramina, normalmente causada
apos a ingestdo de queijos (GOSETTI et al., 2007). Além disso, outras aminas formadas por
processos metabolicos em alimentos estdo envolvidas nessas duas sindromes, potencializando a
acao da histamina e da tiramina.

Véarios métodos tém sido desenvolvidos para a deteccdo e quantificacdo de aminas
biogénicas em alimentos, de forma a prevenir que alimentos com altos indices dessas substancias
cheguem a mesa do consumidor (VALLE; MALLE; BOUQUELET, 1997; HERNANDEZ-
ORTE, 2006; GOSETTI et al., 2007; SIMO; MORENO-ARRIBAS; CIFUENTES, 2008).

A formacéo de aminas biogénicas através da descarboxilacdo de aminoécidos precursores
produz: histamina (histidina), tiramina (tirosina), triptamina (triptofano), putrescina (ornitina),

2



cadaverina (lisina) e também, espermina 1,4-bis-(3’-amino-propilamino)-butano e espermidina
3’-aminopropil-1,4-diamino-butano, em quantidades muito pequenas (BELITZ & GROSCH,
1997).

Um critério essencial para a qualidade dos alimentos é o aspecto higiénico-sanitario, o
qual sera determinado decisivamente pela presenca de atividade dos microrganismos (TREVINO,
1997). De qualquer forma, a acdo dos microrganismos é muito complexa envolvendo diversas
reacOes enzimaticas (LEUSCHNER & HAMMES, 1998).

A determinacdo de aminas biogénicas em produtos céarneos, resulta de um metodo
apropriado para detectar uma incipiente decomposicdo, possibilitando a avaliacdo do grau de
frescor da carne (VINCI & ANTONELLLI, 2002). Assim, o chamado indice de aminas biogénicas
foi proposto por Treptow & Askar (1987) como um critério para o controle de qualidade dos
alimentos. Este indice também foi proposto como indicador de frescor para peixes e produtos
marinhos (MIETZ & KARMAS, 1977).

Nos seres humanos essas aminas tém influéncia na regulacdo do fluxo sanguineo,
atividades do sistema nervoso e na secrecdo de hormonios (GOSETTI et al., 2007).

As aminas biogénicas podem ser classificadas em funcdo do numero de grupamentos
amina na molécula, da estrutura quimica (Figura 1), da via biossintética e da funcdo que exercem.
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Figura 1 — Estruturas quimicas das principais aminas biogénicas em alimentos (ONAL,
2007).

Quanto ao nimero de grupamentos amina na molécula, se classificam em monoaminas
(tiramina e feniletilamina), diaminas (histamina, triptamina, serotonina, putrescina e cadaverina)
e poliaminas (espermidina, espermina e agmatina) (GLORIA, 2005).

Com relacdo a estrutura quimica, as aminas podem ser classificadas em alifaticas
(putrescina, cadaverina, espermidina, espermina e agmatina), aromaticas (tiramina e
feniletilamina) e heterociclicas (histamina e triptamina). Ainda, em relacdo a estrutura quimica,
podem ser classificadas em catecolaminas (dopamina, noradrenalina e adrenalina), indolaminas
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(serotonina) e imidazolaminas (histamina) (SMITH, 1981; BARDOCZ, 1995; SILLA SANTOS,
1996).

Quanto a via biossintética, as aminas se classificam em naturais, formadas durante a
biossintese in situ, ou seja, a partir de uma molécula mais simples, & medida que s&o requeridas
(espermina e espermidina), ou podem estar armazenadas nos mastécitos e basofilos (histamina).
Por outro lado, as aminas biogénicas sdo formadas por reacOes de descarboxilacdo conduzidas
por descarboxilases bacterianas, sendo esta a principal via de formacéo de aminas nos alimentos
(histamina, serotonina, tiramina, feniletilamina, triptamina, putrescina, cadaverina e agmatina)
(SHALABY, 1996; GLORIA, 2005).

Com relacdo a funcdo que exercem, as aminas bioativas podem ser classificadas em
moduladoras e promotoras do crescimento, por atuarem no crescimento e manutencdo do
metabolismo celular e, em vasoativas e neuroativas, devido ao seu efeito nos sistemas vascular e
neural (BARDOCZ et al., 1993).

2.2 Histamina

A histamina é uma amina biogénica que foi detectada no inicio do século XX como um
contaminante de origem bacteriana comum nos extratos do espordo do centeio (ADAMS, 2003).
A histamina foi observada nos tecidos dos mamiferos apds traumatismo celular, levando a teoria
da histamina como mediador endégeno da agressdo celular. Essa amina esta envolvida nos
processos inflamatorios, na anafilaxia, nos processos alérgicos e em determinados tipos de
reacfes a droga, além de regular a secrecdo gastrica (OBRINK, 1991; MORRIS, 1992;
MITSUHASHI & PAYAN, 1992). Atua na contracdo de fibras musculares lisas, incluindo
brénquios, intestino e grandes vasos. Ao contrario, pequenas arteriolas sdo relaxadas pela
histamina de tal forma que a resisténcia vascular periférica e a pressdo sanguinea diminuem. A
permeabilidade capilar aumenta e a secrecao gastrica de acido cloridrico € estimulada, como sao
as atividades secretorias de outras glandulas exécrinas. Em humanos também é responsavel por
desencadear sensac¢Oes de rubor da pele facial, “rash” cutaneo e prurido. Em casos mais severos
pode ocorrer edema de glote. Com grandes doses de histamina, a pressdo sanguinea diminui
progressivamente, o que € acompanhado por hemoconcentragcdo causada por extravasamento de
plasma. O “choque histaminico” pode levar a morte (PEARCE, 1991).

Os sinais e sintomas ocasionados pela intoxicacdo escombréide podem ter a duracdo de
alguns minutos a varias horas ap6s a ingestdo do pescado com dose toxica de histamina. A
patologia geralmente apresenta curso de duracdo de poucas horas, podendo estender-se por varios
dias (TAYLOR, 1985; WU et al., 1997).

As respostas & histamina podem ser explicadas pela ativacdo de receptores especificos
para a histamina nas varias células-alvo. A existéncia de dois tipos gerais de receptores
histaminicos foi confirmada por Black et al. (1972), que conduziram um estudo farmacoldgico
sistematizado de compostos derivados dos componentes estruturais basicos da histamina. Com
base nessa pesquisa, 0s receptores histaminicos foram designados como tipo 1 da histamina (H1)
e tipo 2 da histamina (H2). A contra¢do induzida pela histamina da musculatura lisa bronquica e
intestinal € mediada pelos receptores H1. Ao contrario, o estimulo induzido pela histamina na
secrecdo gastrica é mediado por receptores H2. Estudos também indicaram uma terceira classe de
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meio de uma proteina inibidora Gi (ARANG et al., 1987). Receptores H3 podem estar
localizados no sistema nervoso central (SNC).

Nos mamiferos a histamina é a principal, e mais abundante amina biogénica. Nos
humanos é produzida e armazenada em granulos em dois tipos de células do sistema imune,
mastocitos e baséfilos. Sua liberacdo fisioldgica estd associada a eventos de hipersensibilidade
mediados pela imunoglobulina E (IgE), porém, outros estimulos também podem ativar os
mastocitos e basofilos promovendo a liberagdo da histamina, como por exemplo, processos
inflamatorios.

2.2.1 Vias metabolicas da histamina

Uma vez liberada, a histamina é rapidamente metabolizada a metabdlitos inativos, por
duas vias principais: N-metilacdo pela enzima N-metiltransferase e oxidacdo, sendo convertida
em aldeido pela enzima monoaminooxidase (MAO) (NELSON, 2002). Rice et al. (1976) &
Taylor (1986) relatam que a histamina poder ser catabolizada por diversas vias:

e Desaminacdo oxidativa por acdo da enzima diaminoxidase (DAO) ou histaminase, em
acetaldeido e acido imidazol-acético;

e Metilacdo por agdo da enzima histamina metiltransferase (HMT) em metil-histamina;

e Metilacdo ou acetilacdo da cadeia lateral da histamina.

A Figura 2 representa as vias de inativacdo da histamina, relatada por outro autor:
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Figura 2 — Vias metabdlicas de inativacdo da histamina (GOUVEIA, 2009).

A presenca das enzimas DAO e HMT no trato intestinal e, HMT no figado, permite
justificar que a ingestdo isolada de histamina por um individuo adulto ndo gera quadro de
intoxicacdo em doses menores ou iguais a 100mg. A histamina também pode ser convertida em
acetil-histamina inativada no intestino por acdo de enzimas bacterianas.



2.3 Formacao de Histamina nos Alimentos

A formag&o de histamina nos alimentos esta condicionada a disponibilidade de L-histidina
livre, presenca de bactéria histidina descarboxilase e, também, as condicGes favoraveis para o
crescimento bacteriano, sintese e acdo de enzimas descarboxilantes (SHALABY, 1996).

Segundo Etkind et al. (1987), ndo existe um método de conservacdo incluindo o
congelamento, a apertizacdio e a defumagdo, que neutralize o agente causador da
escombrotoxicose.

Os sintomas da intoxicacdo escombroide podem ser confundidos com infeccdo causada
por Salmonella spp. (RUSSELL & MARETIC, 1986) e por processo alérgico de origem
alimentar (TAYLOR, 1985).

A formacao de niveis toxicos de histamina nos alimentos esta invariavelmente associada a
acdo bacteriana (JAY, 2005), por isso, os alimentos envolvidos nos casos de intoxicacao
escombroide sao alimentos fermentados ou peixes em processo de decomposicao.

Segundo Stratton et al. (1991), a maior susceptibilidade do individuo esta relacionada a
administracdo de farmacos, como a isoniazida utilizada no tratamento da tuberculose, que tem
como mecanismo de agdo a inibigdo de enzimas que normalmente realizam a detoxificagéo de
histamina a nivel intestinal.

A produgédo bacteriana de histamina ocorre em conjunto com 0 Sseu crescimento no
alimento. Durante o crescimento, determinadas espécies de bactérias secretam enzimas
descarboxilases. No caso da histamina, a enzima responsavel pela sua producdo é a histidina
descarboxilase, que promove a descarboxilacdo de L-histidina livre no alimento, produzindo
entdo histamina (Figura 3).

O
X | X
(/J/\‘/\OH (/J/\ +  Co,
N NH, N NH,
H H

Figura 3 - Descarboxilacdo de histidina pela histidina descarboxilase.

A L-histidina faz parte do grupo de aminoacidos essenciais, € na maioria dos animais nao
pode ser armazenada, sendo encontrada basicamente na estrutura das suas proteinas. Portanto, sua
liberacdo para a producdo de histamina necessitaria da reacdo de hidrélise das proteinas do
alimento, ou a sua decomposicdo. Entretanto, os peixes das familias Scombridae, Clupeidae,
Engraulidae, Coryfenidae, Pomatomidae e Scomberesocidae possuem naturalmente altos teores
de L-histidina livre em seus tecidos, favorecendo entdo a producdo de histamina pelas
descarboxilases bacterianas (SHALABY, 1996). Os peixes da familia Scombridae, como o atum,
podem apresentar um teor de histidina livre de 10g kg™ de tecido (JAY, 2005), dai o seu grande
envolvimento nos casos de intoxicacdo escombrdide. ljomah et al. (1992), relatam que os niveis
de L-histidina podem variar de 1g kg™ no arenque (Clupea harengus - Linnaeus, 1758) a 15g kg™
no atum.



Os peixes possuem ainda outro fator que favorece a producdo de histamina, o seu alto
grau de perecibilidade, e a degradagdo envolve a hidrélise das proteinas presentes na carne,
liberando L-histidina para a acdo das enzimas bacterianas. Segundo Jay (2005) o alto grau de
perecibilidade dos peixes se deve aos seguintes fatores:

e Presenca de alta atividade de agua;

e Répida autdlise (autodegradacdo do peixe por suas enzimas digestivas);

e Alto conteudo de nitrogénio ndo protéico em sua carne (principalmente na forma de 6xido
de trimetilamina, que é um regulador de pressdo osmdtica, aminoacidos livres, taurina e
creatina);

e Microbiota oriunda dos ambientes maritimos ou fluviais produtora de histidina
descarboxilase.

As concentragdes de histamina podem variar amplamente de uma parte a outra do peixe.
A histamina no peixe cru geralmente apresenta altos niveis no tecido adjacente as branquias ou ao
intestino, 0s quais sdo 0s principais reservatorios de bactérias histidina descarboxilase (LERKE et
al.,, 1978; TAYLOR, 1986). Em estudo realizado por Lerk et al. (1978), a distribuicdo de
histamina em amostra de atum deteriorado foi bastante desigual, variando mais de quatro vezes
ao longo de 3 centimetros e, sua maior concentracdo foi determinada proxima a cavidade
intestinal em comparacdo a outras regibes anatdmicas do peixe. Hardy & Smith (1976)
demonstraram que o contetdo de histamina em cavala inteira foi dez vezes maior em comparagéao
a eviscerada, onde ambas foram armazenadas sob temperatura ambiente durante 140 horas.

A producdo de histidina descarboxilase estd diretamente relacionada com a microbiota
presente no peixe. Taylor et al. (1978) identificaram 112 espécies de bactérias histidina
descarboxilase, sendo os maiores representantes, membros da familia Enterobacteriaceae e, dos
géneros Clostridium e Lactobacillus. Bactérias entéricas, especificamente Morganella morganii,
determinadas cepas de Klebsiella pneumoniae e algumas variantes de Hafnia alvei, sdo as
espécies mais relacionadas a produgdo de histamina em pescado armazenado sob temperaturas
superiores a 4°C (STRATTON & TAYLOR, 1991). Algumas cepas do género Lactobacillus
produzem histamina em peixes fermentados (TAYLOR, 1986).

Em estudo realizado por Ldpez-Sabater et al. (1996), Morganella morganii e Klebsiella
oxytoca foram as espécies bacterianas que sintetizaram, sob condi¢des experimentais, em média
2765 e 1415mg kg™ de histamina, respectivamente, apés incubacdo a 37°C por 18 horas.
Plesiomonas shigelloides, que é uma bactéria frequentemente associada ao meio aquético, foi
responsavel pela producdo de histamina na faixa de concentracdo de 8 — 340mg kg™ por cepas
analisadas em ensaios laboratoriais.

A degradacdo dos peixes, tanto por autélise quanto por microrganismos, e a formacéo de
histamina sdo aceleradas quando em temperatura ambiente (OZOGUL; OZOGUL; KULEY,
2008; ROSSANO et al., 2006). Segundo os mesmos autores quando o peixe é mantido a
temperaturas abaixo de 20°C, reduz-se significativamente a formacdo de histamina. Entretanto,
segundo Paleologos, Savvaidis & Kontominas (2004), o armazenamento em gelo do peixe, numa
proporcao de 3:1, ndo foi suficiente para impedir o aumento do teor de histamina ap6s nove dias.
Mesmo os teores estando bem abaixo dos limites legais, 3mg kg™, no artigo é descrito que o
armazenamento do peixe é bastante limitado, mesmo quando diretamente em gelo. A partir de
uma grande populacdo bacteriana estabelecida no pescado, a atividade enzimatica residual



permanece lentamente sob temperatura de refrigeracdo, embora o crescimento bacteriano nao
ocorra (KLAUSEN & HUSS, 1987; STRATTON & TAYLOR, 1991).

A presenca de bacterias psicrotréficas e halofilicas no ambiente marinho contribui para a
formagéo de histamina em peixe armazenado. Kanki et al. (2004) mostraram que a presenca de
Photobacterium phosphoreum em sardinha salgada (iwashi maruboshi) causou a intoxicacdo de
um individuo em Osaka, Japdo. Segundo Kanki et al. (2004) essa bactéria € capaz de produzir
mais de 500mg kg™ de histamina em apenas 12 horas.

A contagem e o tipo de bactérias histidina descarboxilase presentes no peixe, podem ser
influenciados por fatores como: habitos alimentares, localizacdo geografica, temperatura do
ambiente aquético, salinidade da &gua, método de pesca e qualidade da &gua no momento da
captura, manipulacdo no periodo de poés-captura e, condicdes de comercializacdo do peixe
(SUBBURAJ, KARUNASAGAR & KARUNASAGAR, 1984).

Diferentemente de outras aminas biogénicas, como a putrescina e a cadaverina, niveis
toxicos de histamina nos alimentos ndo séo sensorialmente percebidos (SHALABY, 1996), o que
pode levar a intoxicacdo escombroide mesmo quando da ingestdo de peixe adequadamente
armazenado, mas por um periodo relativamente longo. A prote6lise ocorrida no periodo post
mortem, libera maior quantidade de histidina a partir da proteina muscular, o que justifica a
biossintese de altas concentracBes de histamina sem a formagdo de alteragdes sensoriais
(ROSSANO et al., 2006). Esses fatores tém levado as organizacGes sanitarias de varios paises a
intensificarem a fiscalizagdo da qualidade dos peixes comercializados, principalmente quando
pertencem as familias ja citadas. Segundo Etkind et al. (1987), altas concentracdes de histamina
podem transmitir um sabor suavemente apimentado ao atum enlatado mas, a sua degustacéo de
forma rotineira ndo é um meio viavel de assegurar a sua qualidade.

A histamina tem como caracteristica importante a sua termorresisténcia pois, uma vez
sintetizada, ndo pode ser degradada através do processamento térmico (GLORIA et al., 1999),
cozimento ou congelamento (BREMER et al. 1998). McCARTHY & BURKHARDT I11 (2012)
ratificaram que a histamina nao pode ser eliminada por nenhum tipo de tratamento no periodo de
pos-captura.

2.4 Legislacdo

De acordo com a legislacdo vigente (BRASIL, 1997), o limite estabelecido de histamina
na musculatura dos peixes pertencentes as familias Scombridae, Scomberesocidae, Clupeidae e
Coryphaenidae é de 100mg kg™, avaliado por espectrofluorimetria como método oficial de
andlise. A Portaria n°25 (BRASIL, 2011) descreve a andlise de histamina e de outras aminas
biogénicas através de derivatizagdo pré-coluna com cloreto de dansila e, separacéo e detecgédo por
CLAE.

Segundo FDA (2011), todos os peixes analisados em 1 lote devem apresentar limites
inferiores a 50mg kg™. A Uni&o Europeia estabelece que nenhuma amostra deve exceder 200mg
kg' e, até duas a partir de nove amostras coletadas de um mesmo lote, podem apresentar
concentracdes superiores a 100mg.kg™ e inferiores a 200mg kg™ (CE, 1991). As analises devem
ser realizadas por CLAE.
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2.5 Cachara (Pseudoplatystoma fasciatum)

O género Pseudoplatystoma compreende as espécies de peixes conhecidas popularmente
por surubim e sdo os maiores peixes da familia Pimelodidae (Siluriformes). Pode ser encontrado
nas principais bacias hidrograficas da América do Sul: Amazodnica, do Prata e do S&o Francisco.
De habito alimentar carnivoro, principalmente piscivoro, sdo espécies de peixes apreciados por
apresentarem poucas espinhas em sua carne, podendo alcancar de 100 a 120kg na natureza,
embora o cachara (Pseudoplatystoma fasciatum) somente atinja até 70kg.

Os surubins, por apresentarem habito alimentar carnivoro, somente séo criados com dietas
artificiais contendo altos teores de proteina bruta. No entanto, existe a necessidade de utilizacéo
de dietas eficientes, de baixo custo, que atendam as habilidades digestivas das espécies e, ainda,
que causem pouca poluicdo ambiental. Coelho & Cyrino (2006) observaram custos de producéo
elevados para os surubins. Desta forma, estudos que visem viabilizar, técnica e economicamente,
sua producdo sao de extrema importancia.

O cachara vem destacando-se entre os surubins. Segundo Queiroz et al. (2002), nos
ultimos anos, varias empresas tém investido no cultivo intensivo dessa espécie com resultados
satisfatorios em funcdo da otimizacgdo dos sistemas, e também do avanco tecnoldgico baseado no
aumento do conhecimento sobre a biologia desta espécie, o que tem diminuido o esforgo
pesqueiro e possibilitado a manutencdo dos estoques naturais.

2.6 Pintado (Pseudoplatystoma corruscans)

Segundo estudo de Liranco, Romagosa & Scorvo-Filho (2011), o Pseudoplatystoma
corruscans, conhecido regionalmente no Estado do Mato Grosso do Sul como pintado ou
surubim (ordem Siluriformes, subordem Siluroidei, familia Pimelodidae), pode ser encontrado
nas principais bacias hidrograficas sul-americanas. Recentemente vem se adaptando & regido
Sudeste do pais. Essa espécie apresenta carne de alta qualidade, de coloracdo clara e textura
firme, com auséncia de espinhos intramusculares, possibilitando oferta ao consumidor em filés,
inteiro ou eviscerado, sendo considerado um peixe nobre e apreciado no mercado nacional e
internacional. Em funcdo da excelente qualidade de sua carne e esportividade para pesca, 0
surubim vem sendo considerado um dos peixes mais nobres e de maior valor comercial no Brasil.

Os mercados das regides Sul, Sudeste e Centro-Oeste consomem a maior parte do
pintado comercializado no pais. Praticamente todos sdo oriundos da pesca extrativista da regido
do Pantanal, Mato Grosso e Mato Grosso do Sul. Nos ultimos anos, a oferta foi menor que a
demanda, sendo necessaria a importacdo de paises vizinhos. Essas caracteristicas apontam o
grande potencial de expansao de mercado e abrem grandes perspectivas para 0s empreendimentos
voltados a sua criacéo.

Como caracteristicas morfologicas, o pintado pode apresentar mais de 1,5m de
comprimento e 100kg de peso (EIRAS, TAKEMOTO & PAVANELLI, 2009). Em sistema de
criagcdo em cativeiro, o pintado pode atingir até 2kg no primeiro ano de desenvolvimento. Trata-
se de um peixe de habito noturno e piscivoro (FAGUNDES & URBINATI, 2008).
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A pesca do pintado é explorada de forma intensa, 0 que gera reducdo nos estoques
naturais e, por consequéncia, aumento na criagdo em sistemas intensivo e semi-intensivo (EIRAS,
TAKEMOTO & PAVANELLLI, 2009).

2.7 Atum (Thunnus spp.)

Os atuns séo peixes marinhos e pelagicos pertencentes a Superordem Acanthopterygii,
Ordem Perciformes, Subordem Scombroidei, Familia Scombridae, que habitam a superficie dos
oceanos tropicais, subtropicais e temperados. Também possuem a capacidade de alcancar
centenas de metros de profundidade. Todos os atuns movem-se constantemente a procura de
alimentos, com a finalidade de manter a passagem de dgua atraves das guelras e fins reprodutivos
(FAO, 2010a).

O atum (Quadro 1) apresenta alta relevancia econdmica e comercial além de ser uma
completa fonte de alimento. Inclui aproximadamente 40 espécies distribuidas nos Oceanos
Atlantico, Indico e Pacifico e, no Mar Mediterraneo.
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Quadro 1 - Principais espécies de atum e caracteristicas morfologicas.

Espécies de Comprimento Comprimento Peso mé&ximo
atum normal (cm) maximo (cm) (kg)
Auxis rochei 15-35 50 -
Auxis thazard 25-40 58 -
Euthynnus 30-65 70 9
lineatus
Euthynnus 30-80 100 12
alleteratus
Euthynnus affinis 30-60 100 13
Katsuwonus 40-80 108 33
pelamis
Thunnus 40-70 100 19
atlanticus
Thunnus 40-100 127 40
alalunga
Thunnus tonggol 40-70 130 35
Thunnus 60-150 200 175
albacares
Thunnus 160-200 225 160
maccoyii
Thunnus obesus 70-180 230 200
Thunnus thynnus 80-200 300 650

Fonte: FAO,2010a.

A produgéo anual do atum tem aumentado continuamente em todo o mundo, com dados
registrados a partir de 0,6 milhdes de toneladas no ano de 1950, para quase 9,5 milhdes de
toneladas nos dias de hoje (FAO, 2010b). No Brasil, nos anos de 2008, 2009 e 2010 a pesca
extrativa do atum (Thunnus obesus, Thunnus alalunga, Thunnus albacares, Thunnus atlanticus)
correspondeu a 5.161 (1,12%), 5.902 (1,16%) e 6.735 (1,45%) toneladas, respectivamente. Como
principal produto exportado da pesca, as conservas de atum inteiro e em pedacos, representaram
nos anos de 2009 e 2010 respectivamente, um volume de exportacdo de 5.112 e 2.811 toneladas
para a Argentina (BRASIL, 2012).
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A composicao quimica e valor caldrico do atum estdo descritos no Quadro 2:

Quadro 2 — Valores correspondentes a composicdo quimica do atum e derivados.

Alimento Umidade* Proteina*  Lipidios*  Colesterol** CHO** Cinzas* Energia***
Atum, fresco, cru 73,10 25,70 0,90 48,00 - 1,30 118
Atum, ralado em 63,93 23,60 9,80 nal 1,23 1,44 188

conserva

Atum, com salada, 71,61 9,16 4,30 na.l 12,87 2,06 120
€cOMm maionese e
vegetais em

conserva
Atum, s6lido em 66,96 26,20 4,10 n.a.’ 1,37 1,37 147

conserva

Atum em conserva 64,50 26,20 6,00 53 - 1,50 166
em 6leo
Atum, sélido em 70,77 25,80 0,60 na.tl 1,68 1,15 115

conserva, light

Adaptado de GONCALVES (2011).
Onde:
! n&o avaliado; ? carboidratos totais; *g 100g™; **mg 100g™"; ***kcal.

2.8 Processamento Térmico

A esterilizacdo pelo calor é a operacdo unitaria na qual o alimento é aquecido a uma
temperatura alta o suficiente por um tempo adequadamente longo para destruir a atividade
microbiana e enzimatica. Como resultado, os alimentos esterilizados alcancam uma validade
comercial superior a seis meses em temperatura ambiente (FELLOWS, 2006).

A determinacdo do tempo necessario para esterilizar um alimento depende dos seguintes
fatores: termorresisténcia dos microrganismos ou enzimas que podem estar presentes, condigdes
do aquecimento, pH do alimento, tamanho do recipiente e estado fisico do alimento (FELLOWS,
2006).

De acordo com Brasil (2002), para que um produto possa ser armazenado por maior
tempo sem ter comprometimento da qualidade microbioldgica e fisico-quimica, deve ser
submetido a esterilidade comercial que é obtida aplicando-se calor suficiente, s6 ou em
combinacdo com outros processos de conservacdo de alimentos, assegurando assim a destruicéo
das formas viaveis de microrganismos patogénicos e de outros capazes de alterar o produto e que
possam multiplicar-se em condi¢Bes normais de armazenamento e distribuicdo. E importante
ressaltar que ndo se trata de esterilidade absoluta, uma vez que, segundo Canada et al. (1976)
citado por Germer et al. (1995), microrganismos podem ser recuperados de alimentos
comercialmente estéreis sem que haja comprometimento das caracteristicas fisico-quimicas e da
qualidade microbiol6gica dos mesmos, ou seja, mantém-se estaveis a temperatura ambiente
quando embalados hermeticamente.
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Germer et al. (1995) ressaltam que o0s processos de esterilizacdo comercial sdo
aplicaveis a alimentos de baixa acidez (pH > 4,6; atividade de agua [Aa] > 0,85) e
armazenados a temperatura ambiente, visando assegurar a completa destruicdo de bactérias
patogénicas ou microrganismos capazes de deteriorar os produtos nas condi¢des normais de
armazenamento (geralmente temperaturas abaixo de 40°C). Uma vez que muitos destes
microrganismos deterioradores ou patogénicos sdo esporogénicos, o tratamento térmico devera
assegurar a destruicdo de esporos bacterianos, 0s quais sdo formas altamente resistentes a agdo de
agentes fisicos e quimicos, sendo, portanto, necessario o emprego de altas temperaturas
(geralmente na faixa de 110°C a 120°C) somente conseguidas em autoclaves, sob pressao.

Stephen et al. (2010) avaliaram diferentes tipos de processamentos térmicos (coccéo,
fritura, esterilizacdo comercial e aquecimento em forno microondas) atraves de alteracdes nos
indices de acidos graxos saturados e insaturados geradas em amostras de atum (Katsuwonus
pelamis). Os acidos graxos -3, eicosapentanedico e docosahexaenoico benéficos para a salde,
em todas as conservas enlatadas submetidas aos bindmios temperatura/tempo de 110, 115 e
121°C por 90, 70 e 40 minutos, sofreram total degradacéo.

Shakila et al. (2005) produziram conservas de atum (Katsuwonus pelamis), sardinha
(Sardinella gibbosa) e “seer fish” (Scomberomorus commersonii), submetidas a 121°C por 40
minutos. Tal bindmio gerou a reducdo na contagem de baterias heterotrdficas, aerdbias e
meséfilas de 10° para 10'UFC g*. Os autores (SHAKILA et al., 2005) concluiram que o
tratamento térmico empregado foi capaz de destruir grande parte das células vegetativas
bacterianas.

Pfeil et al. (1999) ao avaliarem a qualidade da conserva de sardinha sem pré-cozimento,
observaram que o tempo e a temperatura utilizados no tratamento térmico (80 minutos a 118°C)
foram suficientes para conferir esterilidade comercial e caracteristicas sensoriais desejaveis ao
produto tradicional assim como ao produto testado.

Batista (2005) realizou, no processamento de “charutos” de Tilapias, esterilizagdo por 15,
20 e 30 minutos em temperatura constante de 121°C e, ao avaliar sensorialmente os produtos, ndo
observou diferencas significativas entre 0s mesmos.

De acordo com Sgarbieri (1996), o tratamento térmico pode causar reacGes de
desnaturacdo e de complexacdo com carboidratos, lipidios, substancias fenolicas e pigmentos. O
autor relata ainda que a desnaturacéo de enzimas pode contribuir para a conservacgéo de alimentos
uma vez que estas aceleram reacdes bioquimicas que diminuem a validade comercial dos
produtos; mas por outro lado, a proteina desnaturada perde solubilidade e funcionalidade, o que
torna a busca pelo binbmio temperatura/tempo ideal ainda mais complexa. No entanto, Frazdo
(2001) observou estabilidade do perfil polipeptidico durante os 90 dias de estudo de vida util do
manto de lula processada termicamente.

2.9 Métodos Analiticos

Existem duas razGes para a determina¢do de aminas biogénicas nos alimentos: potencial
toxico e possibilidade de utiliza-las como indicador de qualidade.

Véarios métodos vém sendo utilizados, onde sdo destacados: cromatografia em camada
delgada, eletroforese capilar, cromatografia gasosa e, cromatografia liquida de alta eficiéncia.
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2.9.1 Cromatografia em camada delgada (CCD)

Na técnica de CCD, Lieber & Taylor (1978a) estabeleceram ensaios analiticos entre os
agentes cromogénicos ninhidrina, o-ftalaldeido, fluorescamina e o-diacetilbenzeno, para a
deteccdo de histamina em vérias amostras (e.g. atum, sardinha, salame, pepperoni, etc.). A
ninhidrina apresentou a maior sensibilidade, com limite de deteccdo de 4nmols; o-ftalaldeido
demonstrou resultado insatisfatorio devido a formagdo de “spots” instaveis; fluorescamina e O-
diacetilbenzeno apresentaram maior especificidade para a visualizacdo do “spot” referente a
histamina. A composicdo de fase movel que exibiu melhor separacdo dentre outras aminas
testadas no estudo, foi acetona:aménia (95:5). O método selecionado como 6timo para a analise
semi-quantitativa, utilizou o-diacetilbenzeno como agente cromogénico.

Em outro estudo realizado por Lieber & Taylor (1978b) para a deteccdo de histamina em
amostras de atum, foi utilizado o agente cromogénico ninhidrina e as fases moveis
metanol:amonia (20:1) e cloroférmio:metanol:aménia (2:2:1), apresentaram rapida e melhor
visualizacdo dos “spots”.

Tao et al. (2011a) desenvolveram um método rapido para analise de histamina em
amostras de pescado e produtos da pesca por CCD. A histamina foi extraida com etanol a 80% e
visualizada com o reagente de Pauly. A fase movel utilizada foi composta por amonia:etanol
(1:3). Como resultado, a histamina pode ser detectada e separada de histidina, 4-metil-imidazol e
outros compostos positivos apos revelacdo com reagente de Pauly. Em ensaios de recuperacéo,
obtiveram-se resultados satisfatorios de 93%, 96% e 98% ap0s adi¢do de padrdo de histamina nas
concentracdes de 200, 400 e 600mg kg™, respectivamente. A baixa sensibilidade da técnica de
CCD atorna limitada para a deteccé@o de pequenas concentragdes de histamina.

2.9.2 Eletroforese capilar (EC)

A técnica instrumental de EC em andlise de alimentos foi descrita em artigo de revisédo
por Lindeberg (1996). Foram relatados altos limites de deteccdo que restringem 0 uso para
analises quantitativas. A fim de otimizar a sensibilidade do método analitico, pesquisas foram
realizadas com o propo6sito de desenvolver novos meios de deteccdo e modificar a geometria dos
capilares.

Em estudo realizado por Liao et al. (1999) para a determinacéo de histamina em amostras
de peixe por EC com deteccdo por UV, a metodologia de extracdo consistiu nas seguintes etapas:
amostra adicionada de metanol com posterior direcionamento para banho-maria a 60°C por 15
minutos, filtracdo do sobrenadante e diluicdo do mesmo com 0,1M de tampdo fosfato a pH 2,5
(1:1). Os autores relataram que mesmo sem a realizacdo de purificacdo prévia do extrato, a
histamina foi bem separada de outros componentes co-extraidos. Além disso, o tempo de analise
para cada replicata transcorreu em apenas 4 minutos. A recuperacdo media obtida em todas as
amostras foi de 96% e o limite de deteccdo estabelecido foi de 25mg kg™, o que demonstra baixa
sensibilidade na técnica instrumental aplicada para o método desenvolvido.

Zhang & Sun (2004) desenvolveram um método de determinacdo simultanea de histamina
e histidina em amostras de cerveja e células oriundas de mastocitoma, por EC com detec¢do por
fluorescéncia. O agente de derivatizacdo naftaleno-2,3-dicarboxialdeido foi utilizado, com a
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obtencdo de compostos derivatizados estaveis. A separacdo de histamina e do respectivo
aminoacido precursor ocorreu em menos de 200 segundos. Os limites de detec¢do estabelecidos
para histamina e histidina foram, respectivamente, de 5,5 x 10° e 3,8 x 10°M. Em ensaios de
recuperacdo de histamina, obtiveram-se 96,8% (cerveja) e 98,1% (celulas de mastocitoma).

Rossano et al. (2006) determinaram a concentracao de histamina em amostras de anchova
(Engraulis encrasicholus) por EC atraves da extracdo com &cido tricloroacético (TCA) a 5%. A
recuperacdo obtida do analito foi de 87%, mostrando-se satisfatoria. Os autores concluiram que
trata-se de um método analitico simples (ndo requer modificacdo preliminar das moléculas a
serem separadas), rapido (a analise ocorre em menos de 15 minutos, incluido a extracdo por
TCA) altamente confiavel e com boa sensibilidade (limite de deteccéo estabelecido na andlise de
0,6mg kg™).

Jager & Tavares (2001) relatam como principal vantagem da eletroforese capilar em
relacdo as outras técnicas de separacdo, a maior eficiéncia e resolucdo obtidas em um tempo
menor de andlise e, a utilizacdo de volumes pequenos da amostra (1 — 10nL por injecdo) e do
eletrolito de trabalho (10 — 100mL diarios).

2.9.3 Cromatografia gasosa (CG)

Antoine et al. (2002) relataram a dificuldade de outros autores na determinacdo de
histamina por CG devido a formacdo de picos de baixa resolucdo e com formacao lateral de
cauda. Para solucionar essa questdo, foi sugerida a extracdo em fase sélida. A recuperacdo média
obtida foi de 67%. Com finalidade de comparacdo, as amostras também foram analisadas por
fluorimetria, o que gerou um indice de 90% na recuperacdo do analito. Os autores concluiram que
0 método desenvolvido é simples porém, necessita da realizacdo de etapa de limpeza prévia da
amostra a fim de evitar interferéncia de outros compostos da matriz. Os picos cromatograficos
apresentaram boa simetria e auséncia de formacao lateral de cauda.

Hwang, Wang & Choong (2003) desenvolveram um metodo rapido para determinacédo de
histamina em amostras de atum (Thunnus thynnus) e camardo (Penaeus monodon) por CG em
detector de ionizacdo em chama. Na extracao foi utilizado metanol alcalinizado com NaOH 0,1N.
Para a detec¢do de histamina, a mesma ndo sofreu derivatizacdo, o que reduziu o tempo de
preparo da amostra e o custo da analise. O pico obtido de histamina foi confirmado por CG
acoplado a um detector de massas. O limite de deteccdo do analito foi correspondente a 5mg kg™.
A faixa de recuperagdo média de histamina em amostras de atum e camardo foi, respectivamente,
de 97,5-110,9% e 98,5 — 102,4%.

2.9.4 Cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE)

Véarios métodos vém sendo desenvolvidos por CLAE para a determinacdo de histamina e
outras aminas biogénicas em alimentos. Embora os meétodos sejam geralmente baseados em
derivatizagdo pré ou pos-coluna com o uso de diversos agentes derivatizantes, metodologias de
deteccdo que ndo requerem derivatizacdo tornam a analise mais simples e conveniente (DRAISCI
etal., 1998).
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Frattini & Lionetti (1998) estabeleceram comparacgéo entre dois métodos na determinacéo
de histamina em amostras de atum. Em um dos métodos foi utilizado HCIO, para extracdo do
composto de interesse e posterior detec¢do por UV a 210nm. No outro método proposto, TCA foi
utilizado como solvente de extracdo e as amostras derivatizadas com o-ftalaldeido, foram
analisadas por CLAE e deteccdo por fluorescéncia (1ex=315nm e Aen=415nm). O método que
empregou a detecgdo por UV apresentou baixa sensibilidade em comparacdo a deteccdo por
fluorescéncia. Em ambos os métodos, os indices de recuperacao foram satisfatorios (97,8% - UV
e 97% - fluorescéncia). Os autores (FRATTINI & LIONETTI, 1998) concluiram que a
derivatizacdo pré-coluna melhora comportamento do analito a nivel cromatogréfico.

Em estudo realizado por Cinquina et al. (2004), a quantificacdo de histamina em
conservas de atum por CLAE em detector de arranjo de diodos (DAD) a 214nm, gerou resultados
satisfatorios mesmo sem a limpeza prévia e derivatizacdo da amostra. Para a extragdo do analito,
foi utilizado HCIO4 0,1M. Os limites de deteccdo e quantificacdo determinados na validacdo do
método foram de 1 e 2mg kg™, respectivamente. A recuperacdo média obtida na analise foi
superior a 92% e, a robustez do método foi comprovada através do teste com diferentes colunas e
lotes de reagentes grau HPLC.

Em recente estudo realizado por Tahmouzi, Khaksar & Ghasemlou (2011), dois métodos
para a determinacdo de histamina por CLAE em amostras de atum (Katsuwonus pelamis), foram
comparados e validados. Em ambos 0os métodos, o solvente de extracdo empregado foi TCA 5%.

Em um dos métodos, foi utilizada a deteccdo por UV/Vis a 254nm e derivatizacdo pré-
coluna com cloreto de benzoila. A recuperacdo média obtida ndo foi superior a 55% e, na
tentativa de otimizar a eficiéncia do método, foi aplicada extragdo liquido-liquido e extracdo em
fase sélida a fim de remover compostos interferentes da matriz, no entanto, sem sucesso. Os
autores concluiram que a técnica de deteccdo por UV/Vis ndo deve ser utilizada pelas limitacdes
apresentadas.

Em relagdo a detecgéo por fluorescéncia (Aex=315nm e Ae=415nm), foi utilizado o agente
de derivatizacdo o-ftalaldeido e, a faixa de recuperagdo média obtida foi de 95,73-104,78%.

2.10 Agentes de Derivatizacdo em Analise por CLAE

Considerando que a maioria das aminas biogénicas ndo possui grupos cromoéforos ou
fluor6foros na estrutura quimica, ha a necessidade de realizar a reacdo de derivatizacao
(OZDESTAN & UREN, 2009) pois, a formacdo de compostos fluorescentes aumenta a
sensibilidade e especificidade da analise (FRATTINI & LIONETTI, 1998).

Diversos reagentes sdo utilizados na reacdo de derivatizacdo pré e pos-coluna de
histamina porém, os mais usados por pesquisadores sdo: cloreto de dansila, fluorescamina,
cloreto de benzoila e o-ftalaldeido (OPA) (OGURI & YONEYA, 2002).

O cloreto de dansila tem como desvantagens formar derivativos com limitada
estabilidade, sensiveis a luz e, trata-se de uma reagdo demorada mesmo sob aquecimento
(TAHMOUZI, KHAKSAR & GHASEMLOU, 2011).

A reacgdo entre fluorescamina e histamina ndo é recomendada devido a instabilidade e
complexidade do produto, no entanto, a reagcdo ocorre em poucos minutos (PENG et al., 2008).

Em relacdo ao cloreto de benzoila, 0 mesmo possui a vantagem de ser um composto
estavel e de produzir derivativos ndo sensiveis a luz, de baixo custo, eluicdo em curto periodo de
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tempo e, capacidade de reagir com aminas primarias e secundarias (OZDESTAN & UREN,
2009).

O agente de derivatizacdo OPA exerce reacdo de forma rapida com aminas biogénicas
mas, tem como desvantagem o fato de reagir somente com aminas primarias e gerar compostos
instaveis (OZDESTAN & UREN, 2009). Frattini & Lionetti (1998), em estudo realizado na
determinacdo de histamina em amostras de atum por CLAE e deteccdo por fluorescéncia,
obtiveram melhores resultados na injecdo do composto derivatizado apds 30-40 minutos da
reacdo de derivatizacao.

2.11 6-aminoquinolil-N-hidroxisuccinimidil Carbamato (AQC)

O desenvolvimento de um novo composto quimico heterociclico por Cohen & Michaud
(1993), para derivatizacao pré-coluna de aminoacidos e posteriormente utilizado em aminas
biogénicas, foi realizado com o propdsito de diminuir ou eliminar as desvantagens dos demais
agentes como, instabilidade, baixo rendimento e longo tempo de reacao.

O reagente AQC permitiu a derivatizacdo de aminoacidos e aminas biogénicas com a
sintese de produtos estaveis por até uma semana sob temperatura ambiente, alta sensibilidade na
deteccdo e no rendimento do produto derivatizado, bem como simples e rapida (1-2 segundos)
realizacdo da reacdo, como pode ser observado na Figura 4:

i i i
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HN + I -5 T R+
R2 0 X o]
N 4 N o//
AQC Amina derivatizada NHS
2 i
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N
\N O // N O//
0
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Figura 4 — Reacdo de derivatizacdo e de hidrélise do reagente AQC, respectivamente
(COHEN & MICHAUD, 1993).

Todo reagente em excesso € rapidamente hidrolisado em até 15 segundos, com a
formacdo dos produtos: 6-aminoquinolina (AMQ), N-hidroxisuccinimida (NHS) e CO,. A répida
hidrolise impede a ocorréncia de reagdes indesejaveis. Em uma faixa de pH de 8,2-9,7 o
rendimento da amina derivatizada sofre pouca influéncia porém, em condi¢Ges mais &cidas ha
perda significativa no rendimento (COHEN & MICHAUD, 1993).

A partir das vantagens descritas do AQC, e da eficiéncia comprovada na reacdo com
aminas primarias e secundarias, o0 mesmo foi utilizado para a derivatizacéo de histamina.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Matéria-prima

Foram utilizadas como matéria-prima as seguintes espécies de peixe: Atum (Thunnus
spp.), Cachara (Pseudoplatystoma fasciatum — Linnaeus, 1766) e Pintado (Pseudoplatystoma
corruscans - Spix and Agassiz, 1829). O atum foi adquirido no mercado varejista localizado na
Avenida Ayrton Senna 1791, Barra da Tijuca, Rio de Janeiro — RJ na forma de filé resfriado. Foi
também direcionado ao processamento térmico, o filé sem pele e congelado de um hibrido de
cachara e pintado adquirido do entreposto de pescado Mar & Terra Ind. e Com. de Pescado
LTDA localizado na rodovia MS-157, km 63,2, Itapord — MS.

3.2 Processamento das Amostras

3.2.1 Filé do Pescado em Conserva

Para a obtencdo dos filés em conserva, foram realizadas as seguintes etapas de
processamento:
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Descongelamento dos filés

y

Imersdo em Salmoura a 3% por 40 minutos

<

Drenagem e corte dos filés

<

Enchimento das latas

<

Adicdo do 6leo de cobertura a 80°C / salmoura a 2%

nel de exaustdo

[axly

Passagem pelo t

<

Recravacao das latas

<

Esterilizacéo e resfriamento em autoclave

J

Acondicionamento das latas

Figura 5 — Fluxograma das etapas do processamento do filé de pescado.

O tratamento térmico foi realizado em autoclave a vapor, fixa, vertical, com capacidade
de 120L, adaptada sob pressao, marca Tecnifood®. O monitoramento da temperatura foi realizado
através de termopares de liga de cobre acoplados ao centro geométrico da lata e conectado ao
registrador Testo®, acoplado a um computador com o aplicativo Testo Comfort — Software
Basic®. Foi instalado um termopar em uma lata selecionada aleatoriamente de cada tipo de
conserva e outro foi utilizado para monitoramento da temperatura interna da autoclave.
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O bindmio temperatura/tempo utilizado no processamento térmico, correspondeu a 115°C
por 20 minutos. Foi realizado o célculo de Fq a partir dos dados das temperaturas internas da lata
e da autoclave registradas durante o processamento.

3.3 Andlise em Laboratorio

3.3.1 Analise de histamina por técnica de Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia

O método cromatografico e a derivatizagdo pré-coluna com o uso do reagente AQC,
foram desenvolvidos por Cohen & Michaud (1993) para analise de aminoacidos, portanto, o
método foi adaptado para a detec¢do e quantificacdo de histamina.

As analises foram realizadas no Laboratério de Cromatografia Liquida da Embrapa
Agroindstria de Alimentos, onde o sistema utilizado consistiu no cromatégrafo Waters® modelo
Alliance® 2695, com coluna BDS Hypersil C18, 2,4pm, 100 x 4,6mm Thermo® em forno a 37°C,
eluicdo em gradiente (Tabela 1) com fase mével acetonitrila (AcN) : eluente A (AccQ-Tag™ —
pH 5,5) : H,O. O volume de injecdo aplicado na analise foi de 5uL. Detector de fluorescéncia
modelo Waters® 2475, comprimento de onda de excitagdo 254nm e emissdo 395nm.

Tabela 1 — Condi¢6es cromatogréaficas aplicadas em método de elui¢cdo em gradiente.

Tempo (min) Fluxo (mL min™) Eluente A (%) Acetonitrila (%) H,0 (%)

0,00 1,00 100,0 0,0 0,0
0,50 1,00 99,0 1,0 0,0
18,00 1,00 95,0 50 0,0
19,00 1,00 91,0 9,0 0,0
29,50 1,00 83,0 17,0 0,0
33,00 1,00 0,0 60,0 40,0
36,00 1,00 100,0 0,0 0,0
45,00 1,00 100,0 0,0 0,0

3.3.1.1 Preparo de solucdo-padrao

Na analise, foi utilizado padrdo USP® de dicloridrato de histamina. Foi preparada uma
solugdo-padrdo em baldo volumétrico de 25mL através da solubilizagdo de 13,8mg de
dicloridrato de histamina em HCI 0,1M. Obteve-se a concentragdo de 552pug mL™. No rétulo do
padrdo havia uma correlacdo para aplicacbes quantitativas (1mg de dicloridrato de histamina =
603,8ug de histamina), portanto, a concentracdo de histamina na solugdo-padrdo correspondeu a
333,2976ug mL™.

Toda a 4gua a utilizada nos experimentos foi ultra-pura, recém coletada em equipamento
Milli-Q®, com resistividade minima de 18MQ cm™ e carbono organico total (TOC) maximo de
7ppb. Todos os solventes utilizados, foram grau HPLC do fabricante Tedia®.

22



3.3.1.2 Preparo de amostra

A metodologia (Figura 6) adotada na andlise seguiu as etapas descritas pela AOAC
(2000), as quais consistem na extracdo de histamina a partir de 10g de amostra, devidamente
homogeneizada, com metanol em banho-maria sob leve agitagcdo a 60°C, por 15 minutos. Em
sequida o extrato foi filtrado em papel de filtro qualitativo com gramatura de 80g m? e
avolumado com metanol em baldo volumétrico de 100mL. Para a analise por CLAE, a etapa de
purificacdo do extrato descrita na metodologia nao foi necessaria. As aliquotas do extrato foram
submetidas a filtracdo em filtro Millex® 0,22um.

Figura 6 — Esquema de metodologia aplicada em extracao de histamina.

3.3.1.3 Reacéo de derivatizacéo

Foi utilizado o kit para aminoacidos da Waters® AccQ+Tag®, constituido do reagente

AQC (Millipore, Milford, MA, EUA), a ser ressuspendido em 1mL de acetonitrila (que
acompanha o kit) e tampdo borato (a4cido bérico 200mM, EDTA 5,0mM, pH 8,8) para a reacao.
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A derivatizacao foi realizada de acordo com o método desenvolvido por Schulz (2009),
que consiste na secagem de uma aliquota do extrato em dessecador sob vacuo, contendo silica gel
previamente seca em estufa a 105°C e posterior ressuspensdo em 20uL de HCI 20mM, seguida de
adicédo de 60uL do tampéo borato e agitacdo por 5 segundos e adi¢cdo de 20uL do AQC, seguida
de agitacdo por 10 segundos. A solucdo derivatizada foi entdo transferida para “vials” com
redutor de volume.

3.3.2 Parametros de validacdo em método analitico

A andlise de histamina em pescado foi submetida a determinagdo de alguns parametros de
validacao dispostos no documento DOQ-CGCRE-008 de carater orientativo do INMETRO.

Os parametros avaliados foram: linearidade, faixa de trabalho, sensibilidade, limite de
deteccdo, limite de quantificacdo e repetitividade.

3.3.2.1 Linearidade

A linearidade é obtida por padronizacdo interna ou externa e formulada como expressao
matematica usada para o célculo da concentracdo do analito a ser determinado na amostra real.
Para que seja feita a quantificacdo, é necessario o conhecimento da dependéncia entre a resposta
medida e a concentracgdo do analito (INMETRO, 2010).

A linearidade de um método pode ser observada pelo grafico dos resultados dos ensaios
em funcdo da concentracdo do analito e verificada a partir da equacdo da regressdo linear. Para
tal, deve ser verificada a auséncia de valores discrepantes para cada nivel de concentracéo e a
homocedasticidade dos dados, antes de fazer a regressao linear (INMETRO, 2010).

Para determinar a auséncia de valores discrepantes, foi realizado o teste de Grubbs através
da equacéo:

Gzlxi_il
Sy

Onde:

G = valor de Grubbs calculado

X; = valor discrepante

X = média aritmética dos valores do ponto da curva de calibragéo
S, = desvio padréo do ponto da curva de calibragédo

A partir do valor de Grubbs calculado, deve-se estabelecer comparagdo com o valor
tabelado.

Foi realizado também o teste de Cochran para céalculo da homogeneidade das variancias,
atraves da equacdo:
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Onde:

C = valor de Cochran calculado
SZ., = maior variancia

2 - A .
ZS = soma de todas as variancias

O valor de Cochran calculado deve ser comparado ao valor critico obtido na tabela.
3.3.2.2 Faixa de trabalho

Para qualquer método quantitativo, existe uma faixa de concentragdes do analito em que o
método pode ser aplicado. A faixa de trabalho deve cobrir a faixa de aplicacdo para a qual o
ensaio vai ser usado e a concentragdo mais esperada da amostra deve, sempre que possivel, se
situar no centro da faixa de trabalho (INMETRO, 2010).

A faixa de trabalho aplicada constituiu-se nas concentragbes da solucdo-padrdo de
histamina derivatizada de 0,045 a 0,315ug mL™.

3.3.2.3 Sensibilidade

A sensibilidade ¢ um pardmetro que demonstra a variacdo da resposta em funcdo da
concentracdo do analito (INMETRO, 2007), podendo ser expressa pelo coeficiente angular da
reta de regressdo da curva de calibracdo, conforme a equacédo abaixo:

_dx

g -2
> dc

Onde:

S, = sensibilidade

dx = variacgdo da resposta

dc = variacéo da concentracao

A sensibilidade foi determinada simultaneamente com os testes de linearidade.

O método é mais sensivel quando pequenas varia¢fes de concentragdo resultam em maior
variagdo na resposta, ou seja, maior inclinagdo (INMETRO, 2010).
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3.3.2.4 Limite de detec¢éo

Quando sdo realizadas medidas em amostras com baixos niveis do analito é relevante ter o
conhecimento acerca do menor valor de concentracdo que pode ser detectado pelo método. A
importancia desta determinagdo e os problemas associados a ela advém do fato de que a
probabilidade de deteccdo ndo muda rapidamente de zero para um quando seu limiar é
ultrapassado. Muitas controvérsias sdo originadas devido ao fato de ndo haver atualmente uma
concordancia da terminologia aplicavel (INMETRO, 2010).

O limite de deteccdo foi determinado experimentalmente através da andlise de diluicGes
sucessivas do padrdo de histamina de menor concentracdo da curva de calibracdo. Chegou-se a
concentracdo minima do padrdo que gerou sinal de 3 a 5 vezes maior que o ruido da linha de
base.

3.3.2.5 Limite de quantificacdo

O limite de quantificacdo corresponde ao valor da média do branco somando-se cinco,
seis ou dez desvios-padrdo. Na prética, corresponde ao ponto de menor concentragdo da curva de
calibracdo (INMETRO, 2010).

3.3.2.6 Repetitividade

A repetitividade pode ser expressa quantitativamente em termos da caracteristica da
dispersdo dos resultados e pode ser determinada por meio da analise de padrbes, ou de material
de referéncia ou da adicdo do analito ao branco da amostra, em vérias concentracfes na faixa de
trabalho (INMETRO, 2010).

O parametro de validacgdo foi avaliado através da repetitividade obtida com as injecGes das
sete concentracfes dos pontos da curva de calibracdo e foi expressa através do coeficiente de
variacdo (CV), também conhecido como desvio padrao relativo (DPR).

3.3.3 Andlise estatistica dos resultados

As concentracfes de histamina foram submetidas a analise de variancia (ANOVA) e as
médias foram comparadas através do teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade (XLSTAT-
Pro 7.5).
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3.3.4 Analise bacteriologica

As andlises bacterioldgicas foram realizadas no Laboratorio de Controle Microbiol6gico
de Produtos de Origem Animal, localizado na Faculdade de Veterinaria da Universidade Federal
Fluminense, onde foi procedida a contagem de bactérias histidina descarboxilase.

3.3.4.1 Preparo de solucbes

O meio de Niven (1981) utilizado para o crescimento da microbiota de interesse, foi
preparado em solucdo de 1000mL com os seguintes componentes e respectivas concentragdes:

0,5% de triptona;

0,5% de NaCl;

0,5% de extrato de levedura;

0,1% de CaCOsg;

2,7% de padrao de dicloridrato de L-histidina;
2,0% de agar;

0,006% de puarpura de bromocresol.

As substancias mencionadas acima foram solubilizadas em agua deionizada e 0 meio foi
direcionado para 0 aquecimento até a geleificacdo do agar. O indicador purpura de bromocresol
foi adicionado apos a verificacdo do pH do meio apresentar-se em torno de 5,3. O meio
preparado em Erlenmeyer foi direcionado para tubos de ensaio com posterior esterilizagdo em
autoclave vertical de Chamberland a 121°C por 10 minutos.

Foi efetuado o preparo de Solucdo Salina Peptonada (SSP) 0,1% através da adi¢do de 1¢g
de peptona, 8,5g de NaCl e 1000mL de agua deionizada. A utilizacdo de SSP tem como objetivo
promover a viabilidade celular da microbiota presente na amostra. Volumes de 9mL foram
direcionados para tubos de ensaio, 0s quais também foram esterilizados juntamente ao meio de
Niven (1981).

3.3.4.2 Preparo de amostra

Os filés do pescado hibrido da cachara e do pintado e, de atum, foram descongelados sob
refrigeracdo e mantidos em sua embalagem original. As latas dos filés processados termicamente,
foram adequadamente higienizadas com detergente neutro e &gua corrente. As conservas
enlatadas foram submetidas a pré-incubacdo, a qual baseia-se na incubacdo das amostras nas
temperaturas de 36 + 1°C pelo periodo de 10 dias e a 55 + 1°C pelo periodo de 5 a 7 dias,
objetivando a deteccdo de crescimento bacteriano com formacgdo de gas, evidenciado pelo
estufamento da embalagem e, a verificagdo de possiveis microfugas (BRASIL, 2003).

Em cémara asséptica, foi feito a desinfeccdo de bancada e utensilios com etanol 70%. A
realizacdo da analise procedeu-se em zona de seguranca estabelecida pelo bico de Bunsen.
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De cada filé de pescado, foram retiradas partes da por¢cdo muscular a fim de obter a massa
estimada de 25,0g em balanca semi-analitica.

As amostras foram pesadas em sacos para homogeneizacdo do tipo Stomacher e foram
adicionados 225mL de SSP 0,1%. A amostra em solucéo foi direcionada ao homogeneizador
Stomacher 80, sob velocidade normal durante 120 segundos. Foi removida a aliquota de 1mL
para tubos de ensaio previamente identificados com SSP 0,1% (Figura 7) em dilui¢Ges seriadas
de 102 a 10”°. Cada tubo de ensaio foi homogeneizado e retirou-se a aliquota de 1mL para placas
de Petri com as respectivas diluigdes.
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Figura 7 — Esquema de diluigdes seriadas em analise bacterioldgica.

O meio de Niven (1981) foi fundido e mantido em banho-maria a 45°C para ser entdo,
vazado 10mL em placas. Apos este procedimento, foram realizados movimentos circulares nos
sentidos horério e anti-horario, para a obtencao de distribuicdo uniforme dos microrganismos nas
placas. Com a geleificacdo do agar, acrescentou-se uma sobrecamada do meio. As placas foram
incubadas a 35°C de 36 — 72 horas para posterior contagem.

3.3.4.3 Coloracgdo de Gram

As etapas da coloracdo de Gram foram reproduzidas segundo Brasil (2003).

A partir da captacdo de colbnias caracteristicas, foi realizado o esfregaco em lamina de
microscopia. Foram utilizados os reagentes cristal violeta, solu¢do de lugol, solucédo de alcool
95% e fucsina.

As etapas da coloragdo de Gram consistiram em:

e Adicionar cristal violeta na totalidade da lamina de microscopia e aguardar por 1 minuto;
e Retirar 0 excesso de cristal violeta com agua deionizada;
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e Adicionar solucdo de lugol e aguardar por 1 minuto;

e Remover a solucdo de lugol com agua deionizada;

¢ Adicionar solucdo de alcool 95% e aguardar por até 30 segundos;
e Remover a solucdo de alcool 95% com agua deionizada;

e Adicionar fucsina e aguardar por 30 segundos;

e Remover a fucsina com agua deionizada;

e Deixar secar no ambiente.

A visualizacdo das col6nias foi realizada em microscopico éptico com adicdo prévia de dleo

de imersdo e a partir das caracteristicas morfo-tintoriais das colnias, as mesmas foram
classificadas em Gram positivas ou Gram negativas.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Processamento Térmico

A partir do monitoramento de temperatura da autoclave e de uma conserva enlatada
aleatoriamente selecionada, foram obtidos os gréficos da Figura 8:
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Figura 8 — Gréficos do processo de apertizacdo de conservas enlatadas.

Com os dados gerados nas etapas de aquecimento, esterilizacdo e resfriamento versus
tempo de processamento, obtiveram-se as taxas de letalidade (Fo) do filé de pescado hibrido em
salmoura a 2% e em 0leo de girassol e do filé de atum, os quais corresponderam a 8,4min, 8,6min
e 9,8min, respectivamente. A taxa de letalidade corresponde ao tempo necessario para reduzir a
populacdo microbiana por um multiplo do valor de D (FELLOWS, 2006).
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4.2 Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia

A solucdo-padrdo de dicloridrato de histamina foi preparada a fim de determinar o tempo
de retencdo (tr) do analito (Figura 9), para ser utilizado como parametro comparativo no perfil
cromatografico da matriz. A partir da solucdo estoque do padrdo na concentracdo de 333,2976g
mL™, o mesmo foi diluido para a concentracio de 120pg mL™ e entdo, foi removida a aliquota de
50pL para posterior derivatizagéo.

1000,00+

800,00

600,00

Fluorescence

400,00~

200,00~

_ .

| e s e T YL i L 7 ) £ I ) 7 e 5 0 T, ) e Y 7 o 7 o
0,00 2,00 4,00 600 800 10,00 1200 1400 16,00 18,00 20,00 200 2400 26,00 2,00 30,00 32,00 %00 36,00 38,00 40,00 4200 4400
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Figura 9 — Cromatograma do padréo de histamina na concentragdo de 120pg mL™. A seta
indica o pico referente ao padrdo de histamina.

Como pdde ser observado na Figura 9, ha a presenca de um pico no tg de
aproximadamente 22,823min. O pico gerou a area correspondente a 0,06pg de histamina. A
formacdo de outro pico no tg de 34,786min, corresponde a etapa de limpeza da coluna na
proporcdo das fases moveis de 60 AcN : 40 H,0. Tal fato foi confirmado através do preparo e
injecdo do branco do reagente (Figura 10), ou seja, sem adi¢do-padrao.
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Figura 10 — Cromatograma do branco do reagente.
Uma aliquota de extrato da amostra de filé de pescado hibrido in natura foi injetada com

0 objetivo de observar o perfil cromatogréafico da matriz (Figura 11) e comparar o tgr do analito
com o padréo.
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Figura 11 — Cromatogramas referentes a amostra de filé de pescado hibrido in natura. A
seta evidencia o pico referente a histamina.

Para ratificar a correlacdo entre os tg, foram adicionados 20uL de padrdo na amostra

(Figura 12) em concentragdo de 33,32976pg mL™, o que representou o aumento da area do pico
do analito.
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Figura 12 — Cromatograma correspondente a amostra de filé de pescado hibrido in natura
com adicdo-padrdo. A seta indica o pico referente a histamina com adi¢éo-padréo.

4.3 Parametros de Validacdo

4.3.1 Linearidade

A partir da confirmacao do pico referente a histamina em amostra, foi realizada a curva de
calibracdo (Figura 13) com sete pontos em triplicata, na faixa de concentragdo de 0,045 —
0,315ug mL™ do padrdo de histamina.
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Figura 13 — Curva de calibracdo por padronizacéo externa.
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O coeficiente de correlacdo linear (r?) superior a 0,98 apresentou resultado satisfatério.

A partir da execucdo do teste de Grubbs na busca de valores discrepantes, nenhum valor
da curva foi descartado em um intervalo de confianca de 95%. Também foi realizada analise dos
residuos das variéncias através do teste de Cochran. O gréfico obtido esta representado na Figura
14:
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Figura 14 — Grafico de residuos dos pontos da curva de calibracao.

O valor de Cochran calculado foi inferior ao valor critico (a = 0,05), 0 que caracteriza a
homogeneidade das variancias. O grafico de residuos representa a auséncia de tendéncias, ou
seja, 0s pontos estdo distribuidos de forma aleatoria ao redor do eixo x. Pode-se concluir que os
resultados obtidos a partir da curva de calibracdo apresentam linearidade em toda a faixa de
trabalho aplicada.

4.3.2 Sensibilidade

A partir da equagdo para o célculo de sensibilidade, foi obtido o valor de 687093, que
demonstra boa sensibilidade. No caso de uma baixa sensibilidade do método, a curva de
calibracdo apresentaria pequenas variagdes na resposta do equipamento (area do pico) a partir de
baixas concentracOes da solucdo injetada.
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4.3.3 Limite de deteccéo

Através de dilui¢bes sucessivas da solucdo-padrdo e avaliacdo da relagcdo sinal/ruido, o
limite de detecco estabelecido para o método foi de 0,015pg mL™?, o que representa 0,3mg kg™
em relacdo & amostra. Tal concentracéo definida, mostrou-se bem abaixo do limite proposto pela
legislacdo vigente (BRASIL, 1997) que corresponde a 100mg kg™

4.3.4 Limite de quantificacéo

O limite de quantificacdo definido foi de 0,045ug mL™, que corresponde ao primeiro
ponto da curva de calibracdo. Em relacdo a amostra, a concentragdo minima para obter
quantificacdo, foi de 0,9mg kg™.

4.3.5 Repetitividade

O coeficiente de variacdo obtido nas injecdes dos sete pontos das triplicatas da curva de
calibracdo, correspondeu a 5,86%, 0 que demonstrou a precisao do método.

4.4 Resultados de Andlise de Histamina das Amostras por CLAE

As amostras de filé de pescado hibrido in natura, filé de pescado hibrido em salmoura,
filé de pescado hibrido em 6leo de girassol, filé de atum in natura e filé de atum em salmoura
foram analisadas conforme o método analitico ja descrito. Os resultados dos niveis de histamina
das amostras estdo representados na Tabela 2:

Tabela 2 — Concentragdes de histamina (mg kg™) em amostras de pescado pré e pds-
processado.

FPHIN* FPHS* FPHOG* FAIN* FAS*
Semanal  241+058° 115+020° 140+050° 2,19+007° 1,39%0.24
Semana2  2,27+044* 120+024°  165+007° 162+0,02° 1,32+0,07°
Semana3  294+088° 136+048° 125+030° 1,65+0,17° 1,05+0,01°
Semana4  2,02+0,18°  116+0,15°  148+0,14° 254+0,07° 152+0,09°

Média + desvio padrdo
Médias seguidas de mesma letra sobrescrita, ndo diferem entre si significativamente ao nivel de 5% de
probabilidade pelo teste de Tukey.
*FPHIN - Filé de pescado hibrido in natura; FPHS - Filé de pescado hibrido em salmoura; FPHOG - Filé de
pescado hibrido em dleo de girassol; FAIN - Filé de atum in natura; FAS - Filé de atum em salmoura.
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A partir de andlise estatistica das concentracGes de histamina em cada amostra (Tabela 2),
verificou-se que ndo houve diferenca significativa entre as semanas (p>0,05) exceto, em amostra
de filé de atum in natura. Portanto, as médias foram submetidas ao teste de Tukey ao nivel de 5%
de probabilidade.

E notdria a reducdo na concentracdo de histamina nas conservas enlatadas mas, a sua
termorresisténcia ndo pode ser refutada, pois a histamina apresenta alta solubilidade em &gua e
moderada solubilidade em 6leo, o que sugere a migracdo parcial da histamina para o liquido de
cobertura. Outra hipotese a ser investigada em trabalhos subsequentes é a migracdo parcial de
histamina na etapa de imersao dos filés em salmoura a 3% durante 40 minutos.

Em amostras de filé de pescado hibrido em salmoura e em 6leo de girassol, os niveis de
histamina foram superiores em 0leo, exceto na semana 3, 0 que permite inferir a maior
solubilidade da histamina em agua.

O estudo desenvolvido por Shakila et al. (2005) corrobora a diminui¢do nos indices de
histamina em conservas enlatadas. Foram avaliadas amostras de atum (Katsuwonus pelamis),
sardinha (Sardinella gibbosa) e “seer fish” (Scomberomorus commersonii), in natura, pré-
cozidas e em conservas a base de Oleo. As amostras pre-cozidas apresentaram menores
concentracdes de histamina, com destaque para o atum. Nas conservas enlatadas também ocorreu
reducdo na quantidade de histamina. Os autores citaram que as condi¢bes de pré-cozimento e
subsequente processo de esterilizacdo comercial, reduzem significativamente os niveis de
histamina e, a perda de histamina durante o pré-cozimento pode estar presente na dgua drenada.
Shakila et al. (2005) relataram a reducdo nos niveis de histamina de 8,7mg kg™ para 0,3mg kg™
em trabalho realizado por LOpez-Sabater et al. (1994), em amostras de atum apos a etapa de pré-
cozimento.

Com base na matriz utilizada no presente estudo e pesquisas bibliograficas, apenas Schulz
(2009) utilizou o reagente AQC como agente de derivatizacdo pré-coluna em anéalise de
histamina. O autor analisou 9 amostras de atum enlatado e todas apresentaram indices de
histamina abaixo do limite de deteccdo (1,6mg kg™) estabelecido no método.

Em trabalho realizado por Silva et al. (2011), amostras de atum in natura (Thunnus
obesus e Thunnus albacares) e conservas em salmoura, em 6leo, em molho de tomate e, em
ervas, foram avaliadas em relacdo a concentracdo de histamina por CLAE com deteccdo por
fluorescéncia (lex = 340nm € ey = 450nm) e, derivatizacdo pos-coluna com o-ftalaldeido. A faixa
de concentracdo determinada para o atum in natura foi de 0,71 a 5,30mg kg™, com média de
1,30mg kg™. Em relacéo as conservas enlatadas, os teores de histamina determinados variaram de
0,45 a 83,73mg kg™ e a média determinada correspondeu a 4,41mg kg™. Assim, como observado
no presente estudo, os indices de histamina em conservas a base de 6leo foram superiores aquelas
enlatadas com salmoura. As médias das concentracfes determinadas em andlise por Silva et al.
(2011) também corroboram os baixos teores obtidos nesse estudo.

Em recente estudo realizado por Tao et al. (2011b), amostras de conservas enlatadas de
atum e pescado fresco in natura do mesmo, apresentaram 19mg kg® e 1439mg kg’ de
histamina, respectivamente. O consumo de altas concentragdes de histamina torna o quadro de
intoxicagdo escombrdide mais severo. A fim de corroborar com tal afirmagéo, no ano de 2001,
trés individuos ingeriram o conteddo de conservas enlatadas de cavala, peixe da familia
Scombridae, o qual foi analisado por CLAE com derivatizagdo pré-coluna com cloreto de
benzoila e, determinada a concentracdo de 1539mg kg™ de histamina (TSAI et al., 2005). A
sintomatologia desenvolvida permaneceu até 12 horas apds o consumo. Com a finalidade de
investigar as causas do ocorrido, foram coletadas trés amostras do mesmo lote para determinagédo
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de histamina e outras aminas biogénicas (putrescina, cadaverina, triptamina, 2-feniletilamina,
espermidina, espermina, tiramina e agmatina), onde se obtiveram indices na faixa de 612 —
941mg kg™ de histamina e teor de aminas biogénicas inferior a 100mg kg™, portanto, a partir da
amostragem, foi concluido pelos autores que as conservas do mesmo lote foram formuladas a
partir de matéria-prima de baixa qualidade fisico-quimica e bacteriologica e, foi questionada com
base em dados obtidos na literatura, a participacdo de outras aminas biogénicas na
potencializacdo dos efeitos causados pela histamina.

Mercogliano et al. (2008) determinaram a concentracdo de histamina (5,24 — 8,23mg kg™*)
em amostra de atum fresco (Thunnus thynnus) por CLAE com derivatizacdo pré-coluna com
cloreto de dansila, o que permite comparar com 0s baixos teores de histamina determinados no
presente estudo. Vale ressaltar que baixas concentragcdes de histamina ndo eliminam o potencial
risco a salde do individuo, pois uma constante exposi¢cdo do peixe a temperatura ambiente
viabiliza o crescimento de bactérias histidina descarboxilase, que por sua vez, sintetizam
histamina.

4.5 Contagem de bactérias histidina descarboxilase

As amostras de pescado hibrido, atum e respectivas conservas enlatadas, obtiveram os
seguintes resultados descritos na Tabela 3:

Tabela 3 — Contagem de bactérias histidina descarboxilase em pescado pré e pos-
processado (log UFC g%).

Amostras Contagem
(log UFC g™
FPHIN 4,60+ 0,42
FPHS auséncia
FPHOG auséncia
FAIN 1,80 +0,14
FAS auséncia

FPHIN - Filé de pescado hibrido in natura; FPHS - Filé de pescado hibrido em salmoura; FPHOG - Filé de
pescado hibrido em dleo de girassol; FAIN - Filé de atum in natura; FAS - Filé de atum em salmoura.

Como po6de ser observado na Tabela 3 nenhuma das conservas enlatadas apresentou
crescimento de bacterias histidina descarboxilase, o que permite afirmar que ndo houve condigdes
necessarias para a biossintese de histamina apds o processamento térmico, exceto no caso de
manipulacdo inadequada apds a abertura das conservas.

Foi realizado um esfregaco pelo método de Gram com a finalidade de identificar as
caracteristicas morfo-tintoriais das Unidades Formadoras de Colonias (UFC) tipicas, presentes no
meio de Niven (1981), onde foram caracterizados bastonetes Gram negativos, que Sao
caracteristicos da familia Enterobacteriaceae.
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O meio de Niven (1981) ndo é seletivo para bactérias histidina descarboxilase, portanto,
houve o crescimento de col6nias ndo-caracteristicas. Com a finalidade de ratificar tal fato, as
amostras também foram semeadas em meio controle de Niven sem a adi¢do do padrdo de L-
histidina, o que resultou no crescimento de coldnias ndo-caracteristicas.

O crescimento de bactérias histidina descarboxilase (Figura 15) caracteriza-se por
formagdo de colbnias purpuras, com halo parpuro e plano de fundo amarelo. A biossintese de
histamina, torna o pH do meio alcalino, o que promove alteracdo na coloracdo do indicador
purpura de bromocresol.

Figura 15 — Representacdo de crescimento de bactérias histidina descarboxilase em
amostra de filé de pescado in natura e auséncia em conserva enlatada.

O crescimento de bactérias histidina descarboxilase foi menor em amostra de filé de atum
in natura em comparacdo a amostra de filé de pescado hibrido in natura. Isto sugere que a
amostra de filé de pescado hibrido in natura forneceu melhores condi¢des para a biossintese de
histamina. Alguns fatores como época de captura, método e area de pesca, lavagem dos peixes
com agua do mar, rapido resfriamento na embarcacdo e manutencdo da cadeia do frio e,
manipulacdo do pescado em condi¢des higiénico-sanitarias adequadas, podem justificar as
variacdes de crescimento bacteriano nas matérias-primas.

Embora o meio de Niven (1981) seja considerado uma forma de selecdo de colbnias
bacterianas caracteristicas, alguns autores (BARANOWSKI et al., 1985; CHEN et al., 1989;
LOPEZ-SABATER et al., 1996) relataram a ocorréncia de reacbes falso positivas devido
algumas cepas de bactérias ndo produtoras de histidina descarboxilase, elevarem o pH do meio
através da sintese de metabolitos alcalinos, o que justifica a baixa especificidade do meio de
cultura. Baranowski (1985) mencionou a limitacdo de outra técnica bacterioldgica baseada na
producdo de gas por atividade de histidina descarboxilase devido ao aparecimento de resultados
falso positivos. Também foram descritos na literatura (ACTIS et al., 1999; YOSHINAGA &
FRANK, 1982) casos de falsos negativos na analise bacteriologica pois, o pH utilizado no meio
(5,3) pode inibir no crescimento das bactérias de interesse. As desvantagens descritas
anteriormente também foram relatadas no desenvolvimento de um novo meio de cultura sem
adicdo de agar (YAMANI & UNTERMANN, 1985). Alguns autores (CHEN et al., 1989;
MAVROMATIS & QUANTICK, 2002) desenvolveram pesquisas a fim de otimizar a utilizacao
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do meio de Niven (1981), através da modificacdo do pH do meio, tempo e temperatura de
incubacéo.

Bjornsdottir-Butler et al. (2010) destacaram a possibilidade da utilizacdo de outros
métodos a fim de ratificar a presenca de colbnias bacterianas presuntivamente positivas em meio
de Niven (1981). Métodos moleculares baseados na amplificacdo do acido nucléico presente nos
genes de histidina descarboxilase e outros tipos de PCR séo utilizados de forma complementar.
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5 CONCLUSOES

A metodologia aplicada na andlise de histamina em conservas de pescado demonstrou
confiabilidade através da avaliacdo dos parametros de validacdo (linearidade, faixa de trabalho,
sensibilidade, limite de deteccéo, limite de quantificacdo e repetitividade).

As amostras analisadas apresentaram uma faixa de concentracéo correspondente a 1,05 -
2,94mg kg, portanto, bem abaixo da legislagdo vigente (BRASIL, 1997).

A reducdo nos niveis de histamina nas amostras de pescado em conserva em comparacao
ao filé in natura, pode estar associada a migracdo parcial de histamina no liquido de cobertura e
de imerséo dos filés.

Sugere-se 0 desenvolvimento de metodologia analitica para extracdo de histamina e outras
aminas biogénicas em liquido de cobertura e de imerséo dos filés, a fim de ratificar a reducéo nos
niveis de histamina das conservas enlatadas.
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