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RESUMO

RESUMO

Nesta pesquisa foram realizadas avaliagdes quantitativas e qualitativas da
microbiota bacteriana histamina-positiva, presente na superficie de espécies de
peixes fluviais ou lacustres, a saber: truta (Oncorryncus myrkis), carpa (Cyprinus
carpio) e tilapia (Oreochtomis niloticus), coletadas em quatro épocas do ano, em
trés estacdes experimentais do Estado de Séao Paulo: Campos do Jorddo, Sao
Paulo e Pindamonhangaba, respectivamente. As amostras em questdao foram
analisadas em relagdo a contagem da microbiota total e produtora de histamina,
identificando-se as culturas presuntivamente positivas e testando-se a capacidade
de formagédo de histamina in vitro, em meio de NIVEN, JEFFREY & CORLETT
(1981). Também foi avaliada a capacidade de produgcdo de outras aminas
biogénicas, utilizando-se o meio proposto por YAMANII & UNTERMANN (1985).

Foram determinados os niveis de histidina livre e histamina originalmente
presentes nas espécies de peixe acima descritas, acrescidas de amostras de
curimbata (Prochilodus scrofa). Estudou-se, a influéncia da temperatura de
armazenamento na capacidade de produgao de histamina em extrato estéril de
tecido muscular de curimbata, bem como em filés dessa espécie, mantidos em
diferentes condigbes de temperatura, ambos inoculados com cultura pura de
Morganella morganii.

Os resultados obtidos revelaram a existencia de microbiota histamina-
positiva com predominancia de microrganismos psicrotroficos, nas amostras
coletadas nos meses de inverno, em Campos de Jordao e de meséfilos em todas
as demais épocas e regides. Na microbiota presuntivamente histamina positiva,
foram caracterizadas bactérias das familias Vibrionaceae (48,7%),
Pseudomonadaceae (22,4%), e Enterobacteriaceae (16,3%). Um numero reduzido
de bactérias histamina positivas foi isolado, confirmando-se apenas 17 entre as
49 culturas presuntivamente positivas inicialmente isoladas. Morganella morganii,
da familia Enterobacteriaceae, foi a Unica espécie comum em todas as amostras

de peixes analisadas, e, entre as culturas selecionadas para testes adicionais, foi
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a que demonstrou o maior potencial de descarboxilagdo dos aminoacidos
estudados, bem como de produzir histamina em niveis considerados téxicos
(>100mg/100ml ou g) em meio liquido de Niven a 30°C/1 dia e a 15°C/3 dias.

Nos estudos para determinacao dos teores de histamina e histidina livre
nas espécies de peixes analisadas, nao foi detectada a presenca de histamina.
No entanto, em relagdo aos teores de histidina livre, o curimbata e a carpa
apresentaram valores elevados, de 273,78 mg/100g e 129,24 mg/100g,
respectivamente, o que confere a estas espécies um maior risco de se tornarem
veiculos de intoxicagdo histaminica.

A temperatura de incubagao das amostras exerceu uma notavel influéncia
na capacidade de producdo de histamina, tanto em extrato muscular como em
filés de curimbata inoculados experimentalmente com Morganella morganii. A este
respeito, constatou-se maxima producdo a temperatura de 15°C, alcancando,
apos 3 dias de incubacao, valores de 107,78 mg/100g em extrato muscular e de
119,39 mg/100g, apods 6 dias, em filés.

Os resultados obtidos no presente trabalho demonstraram que, a exemplo
do pescado de origem marinha, Morganella morganii foi o principal microrganismo
isolado da superficie de peixes de origem fluvial ou lacustre como evidencia
maxima para producdo potencial de histamina e de outras aminas biogénicas.
Ficou evidenciado que a temperatura de 15°C foi a que se mostrou mais
adequada para a produgcdo de histamina em niveis considerados toxicos,
confirmando, assim, que temperatura de abuso é condigao essencial para que os
peixes cultivados ou provenientes de pesqueiro se transformem em veiculos de
intoxicacao histaminica. Por outro lado, evidenciou-se que temperaturas de
refrigeragdo, no caso, 5°C sao, provavelmente, as principais barreiras para
impedir a produgao de histamina em niveis potencialmente toxicos, durante o

armazenamento desses peixes sob refrigeracao.
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SUMMARY

Histamine producing bacteria and potential for its formation in fresh river

fishes

In this research, it was evaluated the total and histamine producing
microflora isolated from the surface of freshwater fish species; trout (Oncorryncus
myrkis), tilapia” (Oreochtomis niloticus), and carp (Cyprinus carpio), collected in
four seasons of the year, in three experimental growing stations, located in Sao
Paulo State, Brazil: Campos de Jorddo, Sdo Paulo and Pindamonhangaba
respectively. The samples were analyzed for total microbial count and histamine
producing bacteria in NIVEN, JEFFREY & CORLETT medium (1981). The
capacity of production of other biogenic amines in vitro was also tested in
YAMANII & UNTERMANN (1985) medium. It was also evaluated the level of free
histidine, histamine and potential histamine in the fishes samples analyzed for
microflora and in “curimbatd” (Prochilodus scrofa). It was also evaluated the
influence of the storage temperature in the capacity of histamine production in
sterile muscular tissue extract of “curimbata” and in the fillets of the same species
in natural conditions, both inoculated with pure culture of Morganella morganii. The
histamine determination was done after 1,3,and 6 days of storage at temperatures
of §°C, 15°C and 30°C. The results showed a predominance of psychrotrophic
microorganisms in winter time, Campos do Jordao, and a predominance of
mesophilic bacteria in all the other regions Among presumptive histamine positive
isolates it was characterized: Vibrionaceae (48,7%), Pseudomonadaceae (22,4%)
and Enterobacteriaceae (16,3%) bacterial families. Histamine producing bacteria
were found in low numbers, with only 17 isolates from a total of 49 presumptive
histamine positive colonies being confirmed as histamine producers. Morganella
morganii (Enterobacteriaceae), was the only culture found in all analysed fish
species and among the selected isolates for additional tests, was the one that

showed the highest potential for amino acid decarboxylation as well as for
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histamine production in toxic levels (>100 mg/100 g or ml ) in NIVEN, JEFFREY &
CORLETT broth (1981), at 30°C/1day and at 15°C/ 3 days.

It was not detected the presence of histamine in all analysed samples of
freshwater fishes; however concerning the free histidine levels, “curimbata” and
carp showed high values of 273.78 mg/100g, and 129.24 g/100g respectively, thus
these fish species are considered of potential risk as histamine intoxication
vehicles.

The storage temperature influenced markedly the capacity of histamine
production in muscular tissue extract, as well as in “curimbata” fillets. Concerning
to this, it was observed that at 15°C the highest histamine levels were produced
after 3 days of storage, values of 107.78 mg/100g in muscular tissue extract and
119.39 mg/100g being reached after 6 days in the fillets.

The results showed that, like in marine fisheries, Morganella morganii was
the main microorganism found in the freshwater fish microflora that showed the
highest potential for histamine production, as well as, to form other biogenic
amines. It was also confirmed that the temperature of 15°C was the most
adequate for histamine production in toxic levels. This data confirmed that the
abuse temperature is a essential condition for this kind of fish be a histamine
intoxication vehicle. It was also confirmed that low temperatures, equal to or less
than 5°C, are the main barriers to avoid the histamine production in freshwater fish

species during storage.



1. INTRODUCAO

1. INTRODUGAO

A presenca de histamina e outras aminas biogenicas em alimentos tem sido
relatada como responséavel por processos de intoxicacdo, de gravidade variavel e
afetando, principalmente, individuos evidenciando maior susceptibilidade.

O processo patoldgico caracteriza-se por um periodo de incubagdo curto
(minutos a poucas horas), com um periodo de duragdo também reduzido a
algumas horas. Os sintomas mais frequentes sdo os cutaneos (edema facial,
urticaria), afetando também o trato intestinal (nauseas, vémitos, diarréia) bem
como um eventual comprometimento neurolégico (cefaléia, sensacido de
gueimadura na boca).

O mecanismo do processo patologico da histamina, leva a crer que existam
potencializadores dessa amina, quando consumida no alimento alterado, uma vez
que estudos revelaram que a administragao oral de histamina nao tem os mesmos
efeitos observados quando a amina é ingerida no alimento contaminado
(TAYLOR, 1990).

A presenca de histamina tem sido detectada em diferentes tipos de
alimentos, principalmente pescado.

Em razdo da comprovada patogenicidade, a legislagao de diferentes paises
e restritiva com relagao a presenca de histamina nos alimentos industrializados;
ha evidéncias, de que quando o alimento contém mais de 100mg/100g, de
histamina, o risco de intoxicagéo é elevado (IENISTEA, 1973).

A produgado de histamina no alimento & devida principalmente a um
processo de descarboxilagdo do aminoacido histidina presente na forma livre,
levando a formacdo de histamina, pela atividade da enzima histidina
descarboxilase. No entanto, & fundamental destacar que o processo de
descarboxilagdo da histidina se deve a atividade microbiana nos alimentos, uma
vez que esta enzima nao esta presente naturalmente nos tecidos dos mesmos.
Assim, a presenca de histamina em altas concentragées esta associada ao grau

de contaminagao bacteriana dos alimentos e sua quantidade pode indicar o grau
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de deterioracdo desses produtos. Esse indice tem sido bastante utii como
indicador do nivel de qualidade de alimentos, especialmente em produtos de
pescado (FEBRORT, SKOUPA & PEC 2000; BOVER-CID, IZQUIERDO-PULIDO
& VIDAL-CAROU, 2001).

A maioria dos estudos referentes a ocorréncia de histamina em pescado se
restringe a espécies do ambiente marinho, principalmente de regides temperadas
ou de clima frio. Em relagao aos peixes de origem fluvial ou lacustre, os dados da
literatura sao ainda muito escassos. No Brasil, a atividade de aquicultura vem
gradativamente ocupando uma posi¢cdo de destaque no aspécto econdmico,
representando uma alternativa significativa para a captura e industrializacao do
pescado de origem marinha. As condigdes climaticas prevalentes em algumas
regides sao ideais para a atividade de criagcao de espécies como a tilapia, truta,
curimbata, entre outros. Muitas dessas espécies ja sao produzidas em
quantidades elevadas, que justificam plenamente estudos tecnologicos que visem
otimizar o aproveitamento industrial das mesmas, como alternativa a
comercializagado predominante do pescado “in natura” ou refrigerado e congelado.
E evidente que a maior disponibilidade de matéria-prima e a sua industrializacao
por diversos processos exigem a realizagao de estudos paralelos, procurando
avaliar riscos eventuais a saude publica decorrentes destas atividades.

Além disso, as atividades recreativas, envolvendo peixes de agua doce,
como os “pesque-e-pague”’, vém sendo implantadas em varios estados do pais,
demonstrando ser uma alternativa produtiva, competitiva e lucrativa na
exploracdo industrial do pescado (BRANDAO, 1996).

Nesse contexto, sdo relevantes pesquisas que fornegam informacoes
tecnologicas e/ou que abordem aspectos de saude publica, como por exemplo, os
riscos da presenga de histamina em peixes explorados comercialmente,
principalmente quando se consideram as notérias deficiéncias da cadeia de

refrigeragao de alimentos que prevalecem na maioria das regiées do pais.
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2. OBJETIVOS

O presente trabalho foi desenvolvido com os seguintes objetivos:

2.1. Avaliagao qualitativa e quantitativa da microbiota bacteriana histamina
positiva, presente na superficie de peixes de origem fluvial ou lacustre de

importancia comercial;

2.2. Avaliagao dos teores de histidina livre e de histamina nas principais
especies de peixes, de origem fluvial ou lacustre, recomendadas para

programas de aquicultura;

2.3. Estudo da influéncia do binomio tempo/temperatura de armazenamento dos
peixes com teores elevados de histidina livre, na intensidade de producgéo

de histamina.
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3.1. Importancia da histamina em alimentos.

Origem, toxicologia e fatores que potencializam sua agao

Aminas biogénicas, em geral, sdo definidas como bases organicas, nao-
volateis,de baixo peso molecular, alifaticas e aliciclicas. Surgem no processo
metabdlico de animais, plantas e microrganismos (LUTEN et al. 1992). Elas se
formam em alimentos pela descarboxilagdo de aminoacidos livres, aminagdo de
aldeidos, decomposicao de fosfolipides ou desnaturagdo de aminoacidos por
processo térmico (MAGA, 1978). No entanto, a principal via de formacédo em
alimentos € a de decarboxilagdo de aminoacidos precursores livres por enzimas
microbianas, nao presentes naturalmente nos tecidos (LEITAO, 1988, LUTEN et
al., 1992, HUSS, 1993).

HALASZ et al. (1994) e BOVER-CID, IZQUIERDO-PULIDO & VIDAL-
CAROU (2001) relatam que ha uma relacéo, diretamente proporcional entre carga
microbiana e formacdo de aminas biogénicas em alimentos, concluindo que a
presenca dessas aminas pode ser um indicador da qualidade higiénico-sanitaria,
especialmente em peixes e derivados. Dessa maneira, além das implicacoes
toxicolégicas, alguns autores apontam a presenga destas aminas como
indicadores de contaminacao e de praticas deficientes na cadeia produtiva de
alimentos (BALDINI, 1982, BOVER-CID, IZQUIERDO-PULIDO & VIDAL-CAROU,
2001, NANDON, ISMOND & HOLLEY, 2001).

As aminas biogénicas presentes nos alimentos normalmente sao
degradadas pelo organismo humano, através das enzimas conhecidas como
amino-oxidases, presentes no trato gastrointestinal (SMITH, 1981). Problemas de
intoxicagdo ou acumulo no organismo podem, no entanto, ocorrer se a ingestao
for elevada ou o catabolismo destas aminas for inibido por algum mecanismo
(TAYLOR, 1990, HALASZ et al., 1994, BRANDAO, 1996).

Segundo BARDOCZ et al. (1993), alguns estudos tém indicado que o
acumulo prolongado de aminas no organismo tem um efeito nocivo, uma vez que

8
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pode potencializar um crescimento celular desordenado, sugerindo que essas
substancias possam favorecer o cancer. HALASZ et al. (1994) e OLIVEIRA et al.
(1995), relatam que algumas aminas biogénicas como a putrescina e a cadaverina
também podem reagir com alguns conservadores dos alimentos como o nitrito, e
formar nitrosaminas, substancias consideradas potencialmente cancerigenas,
mutagénicas, teratogénicas e embriopaticas.

A intoxicagao mais comum por aminas biogénicas em alimentos envolve a
histamina. Esta € uma amina primaria, 4 (2-amino-etil) imidiazol, que se origina da
descarboxilagdo do amino-acido L-histidina presente na forma livre, quando, pela

atividade da enzima histidina descarboxilase, ocorre a seguinte reacao:

CH,CHNH, CH,CH,NH,
— OOH —
Histamina
HN\/N Descarboxilase HN\/’N +CO;
Histidina Histamina

FIGURA 1. Formacao de histamina nos alimentos (HUSS, 1993)

A histamina endégena tem uma fungao importante em processos biologicos
no organismo humano, incluindo vaso-dilatagdo, secrecao gastrica, entre outros.
Quando ocorre a absor¢do de maneira exégena, isto &, através do consumo de
alimentos contendo doses elevadas, a amina entra na corrente sangliinea e pode
causar a intoxicagdo (TAYLOR, LIEBER & LEATHERWOOD, 1978).

A intoxicagdo alimentar por histamina & conhecida como a “intoxicagéo por
escombrideos” (scombroid food poisoning), devido a sua associagao ao consumo
de peixes da familia Scombridae, contendo grandes quantidades do aminoacido
histidina livre no musculo (BALDINI, 1982). Essas espécies incluem peixes
pelagicos (vivem na superficie ou proximos a ela), particularmente do filo
Chordata, classe Osteichthyes, familia Scombridae, que inclui o atum (Thunus
thunus), o bonito (Sarda sarda), e cavalinha (Scomber japonicus), que quando
alterados microbiologicamente, podem conter niveis elevados de histamina,

provocando quadros graves de intoxicagdo, principalmente em individuos mais

9



3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

sensiveis (TAYLOR et al.,, 1978). Atualmente, sabe-se que outros alimentos,
incluindo os peixes n&ao-escombrideos, embutidos carneos, queijos maturados,
bebidas fermentadas também podem apresentam histamina e ser potencialmente
téxicos.

De acordo com TAYLOR, LIEBER & LEATHERWOOD (1978), peixes
contendo niveis significantes de histamina nem sempre evidenciam sinais
aparentes de deterioracdo, aumentando assim a probabilidade de que produtos
aparentemente inalterados, porém potencialmente téxicos, possam estar sendo
oferecidos ao consumidor. A histamina revela elevada resisténcia térmica, nao
sendo destruida apés tratamentos térmicos normalmente aplicados aos alimentos,
sendo parcialmente destruida em 3 horas a 110°C ou 90 minutos a 116°C
(IENISTEA, 1973).

BARANOWSKI et al. (1990) conduziram um estudo para determinar se
durante a operacao de cocgao, poderia haver perda do contetddo de histamina no
alimento, utilizando para isso, postas de pescado marinho frescas, “mahimahi”
(Coryphaena hippurus) com altos teores de histamina. A Tabela 1 mostra os
resultados obtidos nesse experimento, sendo que os métodos de coccédo
utilizados (forno e vapor), nao mostraram ter efeito na redugao do contetudo de
histamina nas postas de pescado analisadas. Os bindmios temperatura/tempo
utilizados nos processos de cocgao foram de 180°C/40 minutos, para o forno e

95°C/45 minutos para o vapor.

TABELA 1. Contetido de histamina em postas de pescado antes e apds cocgao.

Teores de Histamina (mg/100g)

Postas de
pescado FBE— Apos cocgao Apos cocgao
em forno em vapor
1 363 397 374
2 343 356 303

Fonte: BARANOWSKI et al., 1990.
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Assim sendo, uma vez produzida no alimento dificiimente sera eliminada
pelo processo tecnolégico aplicado (LORCA et al. 2001). A enzima histidina-
decarboxilase formada pode continuar ativa no substrato, independentemente do
fato da bactéria produtora ndo estar mais se multiplicando, possibilitando assim, o
acumulo de histamina em alimentos refrigerados (ICMSF, 1996). O congelamento
por longos periodos de tempo pode, no entanto, inativar a enzima, cessando,
assim, a producao de histamina no alimento (ICMSF, 1996).

Normalmente, o organismo humano, através das enzimas do ftrato
gastrointestinal (diamino oxidase-DAO e histamina U-metil transferase-HMT) é
capaz de catabolisar a histamina e outras aminas biogénicas, sendo esse um
processo normal de metabolismo de forma que elas ndo representam risco para a
saude do consumidor sadio (SMITH,1981). No entanto, se forem ingeridas em
quantidades elevadas, ou quando a atividade das enzimas catabolisadoras for
inibida por fatores genéticos, substancias potencializadoras, consumo de aicool,
doencas gastrointestinais, entre outros, o catabolismo dessas aminas podera ser
inibido, e os individuos mais sensiveis poderdao apresentar sintomas de
intoxicacao (SATTLER, 1986).

O mecanismo exato da intoxicacao era virtualmente desconhecido até a
década de 80, quando SATTLER (1986), analisou o efeito de diferentes fatores
que potencializam a toxicidade da histamina, principalmente pela inativacao da
diamino-oxidase-DAO e histamina U-metil trasferase, enzimas que atuam na
metabolizacao da histamina ingerida. O esquema da Figura 2 resume esta
proposi¢do. O processo patolégico da intoxicagao histaminica caracteriza-se por
um periodo curto de incubagao (minutos a poucas horas) e também por um

periodo curto de duragao (algumas horas).
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) ) ) Alimento
Histamina em || Histamina na . Doencas
) Drogas || deteriorado: || Alcool
alimentos Mioglobina gastrointestinais
aminas
Bloqueio de DAO Etiologia
Histamina no trato ) ) )
—b Nivel elevado de histamina no plasma
gastrointestinal
Reacdes nos tecidos Patologia
. Expressao
Intoxicacdo por histamina
da doenca

FIGURA 2. Mecanismo do processo de intoxicagdo por histamina (SATTLER,
1986).

Os sintomas mais freqientemente observados em uma intoxicagao
histaminica sao os cardiovasculares, que incluem urticarias, hipotensao,
cefaléias; os gastrointestinais, que incluem dores abdominais, diarréia, vomito e
os de origem neuroldgica, com dores e inchagos relacionados com as urticarias.
No entanto, os mais comuns sdo os de origem cardio-vascular, principalmente
urticarias, eritemas na face e regidao do pescoco, disfagia, podendo ocorrer
choque anafilatico. (HUSS, 1993; ICMSF, 1996; ABABOUCH, 1991; HARVIMA,
TUOMISTO & HUSMAN, 1999; LEHANE & OLLEY, 2000).

ARNOLD & BROWN (1978) relatam que os sintomas de origem
gastrointestinal como nausea e diarréia, também podem ocorrer, porém,

normalmente, sao evidenciados em menos de 25% das pessoas envolvidas.
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Outros sintomas ja relatados e atribuidos a intoxicagao histaminica sao
tontura, ansiedade e perda temporaria da visao associada a taquicardia (CLARK,
1997; LEHANE & OLLEY, 2000). Embora sejam raras as complicacdes mais
sérias, existem relatos nos quais problemas de ordem cardiaca e respiratoria
foram observados em pessoas que ja possuiam esses historicos (ASCIONE et al.,
1997).

IENISTEA (1973) estudando niveis de tolerdncia humana a histamina
presente em alimentos relatou que em um individuo de 70 kg este limite seria de 5
a 6 mg/100g; a ingestao de 8 a 40 mg/100g., causaria uma intoxicagao suave, e
doses entre 70 e 100mg, provocariam alteragbes mais graves.Com base nesses
niveis de tolerancia, o citado autor considerou toxicos os alimentos contendo
teores de histamina entre 10 e 100 mg/100g, e como altamente toxicos aqueles
com mais de 100mg de histamina/100g.

Em relacao a taxa de mortalidade por intoxicagdo histaminica, sabe-se que
normalmente ela € muito baixa, embora o desconforto provocado pela intoxicagao
seja bastante elevado, com a atenuante de que os sintomas tendem a
desaparecer apés a administracdo de anti-histaminicos (LEHANE & OLLEY,
2000).

Em estudos conduzidos por TAYLOR (1990) e CLIFFORD et al. (1989) com
voluntarios humanos, comprovou-se que a histamina, administrada isoladamente,
foi menos téxica do que igual quantidade desta ingerida em peixes deteriorados,
que apresentavam outras substancias consideradas toxicas. O paradoxo entre a
aparente toxicidade dessa amina, quando consumida em peixes deteriorados e a
falta desse efeito, quando consumida pura, pode ser explicado pela presenca de
potencializadores da histamina, entre eles algumas toxinas e outras aminas
biogénicas, como a putrescina e a cadaverina (ARNOLD & BROWN, 1978).

Varios autores propuseram hipoteses evidenciando a potencializacao da
acdao da histamina por outras substancias quimicas presentes em peixes
contaminados, embora nenhuma ainda esteja cientificamente comprovada.
(LEHANE & OLLEY, 2000)
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A idéia dos potencializadores da toxicidade da histamina, ja vem sendo
discutida desde meados de 1954, quando dois pesquisadores japoneses, Miyaki
& Hayashi, citados por TAYLOR (1995) descobriram que a substancia “saurina”,
toxica com efeitos similares ao da histamina atuava sinergisticamente, com esta
em processos de intoxicagdo por escombrideos (TAYLOR, 1985). Pesquisas
posteriores, na década de 70, revelaram que a saurina era idéntica a histamina
(FOO, 1976).

PARROT & NICOT (1966) sugeriram que outras aminas biogénicas
presentes em teores mais elevados em peixes contaminados poderiam interferir
com a agao protetora da mucina intestinal. A mucina & uma proteina na forma de
uma pelicula que protege o trato gastrointestinal humano e & conhecida como
inativadora da histamina exégena (CHU & BJELDANES, 1981). Quando a
histamina ingerida se liga a mucina, normalmente € absorvida para ser
catabolisada (eliminada) pelo organismo. Se outras aminas interferirem, ligando-
se nos sitios nos quais a histamina se ligaria, essa desativacao nao sera entéao
realizada o processo de intoxicagao se instala no organismo. CLIFFORD et al.
(1989) citam a hipétese da possibilidade de pelo menos parcialmente, outras
aminas biogénicas, como a cadaverina e putrescina, por si sé6 se comportarem de
maneira idéntica a histamina, aumentando a quantidade de aminas no organismo
e consequentemente a gravidade dos sintomas de uma intoxicagao.

TAYLOR (1986) e STRATON, HUKINS & TAYLOR (1991), relataram uma
outra hipotese, a da possibilidade da liberagdo da histamina endégena que se
encontra no interior de mastocistos do organismo humano. Segundo esses
autores, outras aminas biogénicas ou mesmo outros compostos como O acido
urocanico, presentes no peixe em decomposicdo, desgranulariam essas células,
liberando a histamina do seu interior, aumentando o contetudo total dessa amina
de forma livre no organismo humano, o que provocaria uma intoxicagao.

Muitos outros estudos estdo sendo conduzidos, sem haver ainda um
resultado conclusivo a respeito de qual hipétese sobre potencializadores do efeito

téxico da histamina seria a exata. No entanto, a simples proposi¢cao de todas
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essas hipéteses permite concluir que, embora ainda nao se tenha esclarecido
definitivamente o mecanismo da potencializagao do efeito téxico da histamina, ele
parece efetivamente existir (LEHANE & OLLEY 2000). De acordo com alguns
autores, € importante ressaltar o fato de que outras aminas biogenicas ocorrem
em quantidades apreciaveis em peixes que contém altos teores de histamina e em
niveis muito baixos em peixes frescos, que nao oferecem riscos de intoxicagao
(MIETZ & KARMAS, 1977; ARNOLD & BROWN, 1978; LEHANE & OLLEY, 2000).

Apesar da provavel existéncia dos potencializadores da toxidade da
histamina, a evidéncia definitiva de que ela € o principal agente téxico envolvido
na intoxicagao histaminica € incontestavel e pode ser comprovada pelos teores
elevados da amina presentes na urina dos individuos que apresentam sintomas
caracteristicos, além da comprovada eficacia de uma terapia pela administracao
de anti-histaminicos (TAYLOR, 1986; LEHANE e OLLEY, 2000).

3.2. Microbiota produtora de histamina em alimentos

O pescado apresenta uma microbiota natural, localizada no muco
superficial, nas guelras e no trato intestinal; no entanto, sabe-se que a microbiota
de importancia no processo de descarboxilagdo da histidina livre presente nos
peixes esta principalmente concentrada na superficie, podendo ser bastante
influenciada pelo ambiente aquatico em que o animal vive (BERAQUET & LINDO,
1995 e LEITAO, 1998). LORCA et al. (2001) relataram que, embora as bacterias
produtoras dessa amina possam ser encontradas tanto na superficie dos peixes
como nas visceras, ha evidéncias de que a maioria delas € isolada da camada
superficial. Segundo esses autores, a maioria dessas bactérias € de origem
entérica e, estando presente no ambiente aquatico, especialmente em aguas mais
contaminadas, podem aderir com facilidade a superficie dos peixes, aumentando
a microbiota superficial. LEITAO et al. (1983), estudando bactérias produtoras de
histamina em pescado de origem marinha, constataram a presenca dessas
bactérias principalmente na superficie (52,6% dos isolamentos), sendo que nas

visceras obtiveram 33,0% de isolamentos.
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No momento da captura do peixe, fontes adicionais de contaminagao
também podem contribuir para modificar a microbiota inicial, como o gelo
originado de agua de ma qualidade, o manuseio inadequado, além das condigdes
de armazenamento pos captura. Com a morte do peixe, as suas defesas naturais
deixam de atuar e essa microbiota superficial comega a invadir o interior dos
tecidos, acelerando o processo de deterioracdo.(BERAQUET & LINDO, 1995;
LEITAO, 1988).

De acordo com LEITAO, BALDINI & SALES (1983), o crescimento
bacteriano no pescado apdés captura e ao longo do armazenamento €,
indubitavelmente o principal fator responsavel pela sua deterioracdo. Segundo
LISTON (1990), as condigdes prevalentes de armazenamento, as alteragoes
organolépticas e quimicas do peixe, frutos da atividade microbiana levam a
rejeicdo do mesmo, e estas alteracdes ocorrem principalmente devido ao ataque
microbiano as substancias nitrogenadas nao protéicas presentes no tegumento e
muco superficial do peixe. Entre essas substancias estdao os aminoacidos livres
como a histidina, precursora da histamina, a ribose, creatina e uréia.

KIMATA (1961) e YOSHINAGA & FRANK (1982) estimam que as bactérias
formadoras de histamina representem 1% da microbiota superficial do peixe
fresco, e sugerem que, com o armazenamento inadequado em temperaturas de
abuso, essas bactérias se multiplicam rapidamente, invadem o musculo e atacam
a histidina livre, convertendo-a em histamina.

TAYLOR (1990) relata que a enzima histidina descarboxilase nao esta
presente em todas as espécies bacterianas conhecidas e sim em certas espécies
da familia Enterobacteriaceae e nos generos Clostridium e Lactobacillus. Afirma
ainda que mesmo dentro desses grupos, pode haver diferengas individuais entre
as espécies. O método para se detectar se uma espécie € produtora de histamina
seria pela medicdo da capacidade de descarboxilagdo da amina presente no
substrato a ser testado. De acordo com TAYLOR (1990) e LORCA et al. (2001), a
familia Enterobacteriaceae (principalmente a espécie Morganella morgani) € a

mais relevante quanto a produgao de histamina em peixes.
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Pesquisas conduzidas em diferentes paises tem confirmado que bactérias
da familia Enterobacteriaceae sao as mais ativas em relacdo a capacidade de
producdo de histamina em alimentos, destacando-se como principal espécie a
Morganella morganii, seguida de espécies dos generos Klebsiella, Hafnia,
Escherichia (ARNOLD & BROWN, 1978; CATTANEO & CANTONI, 1978: LEITAO
et al., 1983; LORCA et al., 2001).

EITENMILLER et al. (1981) investigando a produgdo de histamina por
Morganella morganii (entdo Proteus morganii), constataram que em 22 linhagens
estudadas, todas possuiam essa capacidade, porém em diferentes niveis, sendo
que algumas produziam mais histamina que outras. LEUNG(1987) postulou sobre
a possibilidade da capacidade de produgéo de histamina por uma bactéria ser
controlada por plasmideo, e assim este pode ser transferido entre linhagens,
espécies e géneros.

De acordo com TAYLOR (1986), ABBABOUCH (1991) e KIM, NA & PRICE
(1999) Morganella morganii, Klebsiella pneumoniae e Hafnia alvei sdo as bactérias
mais comumente responsabilizadas por surtos de intoxicagdo histaminica.
FLETCHER, BREMER & OSBORNE (1999), estudando bactérias produtoras de
histamina em pescado defumado, constataram que Hafnia alvei foi a espécie que
produziu niveis mais elevados de histamina em salmdo defumado a quente
(1659,4 mg/kg). Também constataram que Morganella morganii foi a bactéria
isolada com maior frequéncia nesse tipo de pescado, estando presente em todas
as amostras analisadas. Segundo MAVROMATIS & QUANTICK (2002),
Morganella morganii, continua sendo o microrganismo mais incriminado em surtos
de intoxicagao histaminica, uma vez que é a bactéria que mais produz essa amina
em niveis considerados suficientes para a manifestagdo de sintomas clinicos
caracteristicos de uma intoxicagao dessa natureza no homem.

CRAPO & HIMELBLOOM (1999), estudaram a presenca de bactérias
deteriorantes histamina positivas em filés de salmao armazenados a 10°C,

durante 14 dias, e obtiveram os resultados apresentados na Tabela 2.
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TABELA 2. Microbiota deterioradora (em %) em filés de salmao durante
estocagem a 10°C (CRAPO & HIMELBLOOM, 1999)

Tempo de Incubagao

Género

2 dias 7 dias 14 dias
Acinetobacter 5 0 0
Corynebacterium 40 40 10
Flavobacterium 5 5 0
Kurthia 0 40 0
Moraxella 35 5 15
Providencia 0 0 50
Pseudomonas 5 5 25
Bastonetes Gram positivos 10 <] 0
nao identificados
Populacao Total 2.7 x 10* 2.0x 10’ 3.6 x 10°

Segundo esses autores nao foram evidenciadas quantidades elevadas de
histamina durante a estocagem o que pode ter sido influenciado pela temperatura,
considerada abaixo da ideal para que a producao de histamina ocorresse.

De acordo com LEUSCHNER & HAMMES (1998), bactérias lacticas
utilizadas como “starter” em processos de produ¢ao de queijos também podem ser
responsaveis pela produgao de histamina, particularmente nos tipos que sofrem
maturacdo prolongada. Em carnes fermentadas também pode ocorrer o aumento
de aminas biogénicas pela atividade de culturas “starters”. Porém, nesse caso
especifico de produtos fermentados, fica dificil determinar a origem da produgao
de amina, se proveniente da cultura fermentadora desejavel ou de uma microbiota
contaminante, uma vez que ambas podem evidenciar esse potencial (BOVER-
CID, IZQUIERDO-PULIDO & VIDAL-CAROQU, 2001).
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De acordo com TAYLOR & SUMNER (1986), muitas bactérias da familia
Enterobacteriaceae também possuem enzimas para descarboxilar outros
aminoacidos livres, precursores de aminas biogénicas conhecidas como possiveis
potencializadoras da histamina, como a putrescina e cadaverina. LEUNG (1987),
em um trabalho de pesquisa realizado na Australia, sobre bactérias produtoras de
histamina, e que das 36 culturas que isolou de peixes de origem marinha,
nenhuma evidenciou capacidade de descarboxilar a lisina e a ornitina,
aminoacidos precursores das aminas biogénicas cadaverina e putrescina
respectivamente.

Quanto a microbiota produtora de histamina, &€ importante mencionar ainda
que, estatisticas mais recentes, nos paises do Reino Unido, indicam que,
atualmente mais de 69% dos casos de intoxicacao histaminica, devido ao
consumo de peixes, registrados naqueles paises, ja vem sendo confirmados com
o auxilio de métodos microbiolégicos, como o da determinanagéo de bactérias
formadoras de histamina, com a utilizacdo de meios especificos,como o agar
Niven, o mais empregado para esse proposito. (MAVROMATICKS & QUANTICK,
2002).

3.3. Histamina em alimentos

De acordo com IENISTEA (1973), pequenas quantidades de histamina
podem ocorrer normalmente em alguns alimentos como o atum, que contém
aproximadamente 2mg/100g de histamina na superficie e 1,0-4,0mg/100g no
tecido muscular. LEUSCHNER et al. (1998) relatam que em leite e derivados €
normal a existéncia de quantidades de histamina variando de 1mg/kg até 1g/kg.
Essas quantidades, no entanto, normalmente nao apresentam riscos a saude
humana.

TAYLOR, LIEBER & LEATHERWOOD (1978), analisando diferentes tipos
de pescado de origem marinha nas formas fresca, congelada e processada,
constataram teores baixos de histamina nesses produtos, sendo que o atum

enlatado apresentou os maiores niveis, que variaram de 1,60 a 7,41mg/100g. Na
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Tabela 3, acham-se relacionadas quantidades de histamina detectadas nos

alimentos estudados.

TABELA 3. Contetudo de histamina em diferentes tipos de pescado (TAYLOR et
al., 1978)

Beodufcs Numero de Histamina Concentragdao média

Amostras (mg%) de Histamina (mg%)
Atum enlatado 11 1.60-7.41 3.46
Albacore enlatado 11 0,66-2.21 1.45
Cavala enlatada 18 1.20-4.50 2.25
Sardinha enlatada 10 0.31-1.38 0.79
Lagosta congelada 4 0.09-0.27 1.16
Siri fresco 5 0.05-0.24 0.13
Marisco fresco 6 0.06-0.32 0.19
Ostra fresca 7 0.04-0.64 0.18

Segundo SHALAB.Y (1994), produtos carneos fermentados sao passiveis
de conterem histamina, tendo sido relatadas quantidades significantes em
salsichas secas fermentadas, nos trés primeiros dias de fermentacao do produto.
Bebidas fermentadas também podem conter quantidades significantes de
histamina (IZQUIERDO-PULIDO et al., 1996). Alguns autores como ZEE et al.
(1981) IZQUIERDO-PULIDO et al. (1996) apontam a cerveja e o vinho, como as
bebidas fermentadas que oferecem maior risco potencial em relagao a intoxicagao
histaminica. IZQUIERDO-PULIDO et al. (1996), analisando cervejas européias,
encontraram histamina em um nivel muito baixo, na faixa de 0,5 a 1,1 mg/l em
50% das amostras estudadas. De acordo com esses mesmos autores, niveis
maiores,de histamina, poderiam indicar presengca de microrganismos
contaminantes tanto na matéria-prima como no produto final, comprometendo a
qualidade dos mesmos. Por outro lado, SHALABY (1994), relatou que
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concentragées de histamina em nivel de 20mg/l ja foram detectadas em cervejas
suecas, francesas e dinamarquesas. Os sintomas mais comuns observados apés
o consumo de bebidas fermentadas contendo altos teores de histamina foram
cefaléia e urticarias, muitas vezes manifestados logo apds a ingestao (SHALABY,
1994).

Em relacao aos queijos, sabe-se que normalmente nao apresentam teores
relevantes de histamina, embora os maturados possam evidenciar valores mais
elevados (SHALABY, 1994). LEITAO, SILVEIRA & BALDINI (1995), avaliando a
presenca de histamina em queijos tipo minas padrdo e prato consumidos no
Estado de Sao Paulo-Brasil, constataram valores muito baixos, com niveis
maximos de 1,41 mg/100g e 1,75 mg/100g para queijo prato e minas,
respectivamente, concluindo que esses tipos de queijos oferecem um risco
reduzido de acumulo de histamina.

Quanto aos vegetais, existem relatos na literatura de que os produtos
fermentados como o chucrute, normalmente apresentam teores bem baixos de
histamina, evidenciados com maior frequéncia na fase final da fermentacdo
(LEHANE & OLLEY, 2000).

Em produtos alimenticios destinados ao consumo animal, como ragdes
industrializadas na forma de “pellets”, existem poucos relatos quanto aos teores
de histamina e seus efeitos. A literatura se restringe especiaimente a divulgagao
informal, distribuida em boletins técnicos, chamando a atencao para alguns
sintomas no animal que implicam em perdas econdémicas para o produtor.
MAZZUCO (1997) relatou a presenga de teores elevados de histamina em ragdes
para aves. Embora nao se conheca o limite critico, sabe-se que ela pode provocar
problemas em frangos, afetando a mucosa intestinal, rins e figado, afetando
também o crescimento das aves, além de causar diarréia e despigmentacgao.

De acordo com SHALABY (1994) embora a histamina ocorra em varios
alimentos, os peixes e derivados séo, devido a seus proprios fatores intrinsecos,
os alimentos mais significativos quanto a possibilidade de veicularem uma

intoxicacao alimentar histaminica.
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RODRIGUEZ-JEREZ, MORA-VENTURA & CIVERA (1994) relacionam a
presenca de histamina em peixes com os seguintes fatores: (a) espécie,
principalmente em peixes de musculatura vermelha; (b) concentragéo de histidina
livre, que € mais significativa em peixes (c) presenca de microrganismos
descarboxilantes da histidina livre; (d) temperatura de conservagao do pescado,
onde nem sempre a cadeia de frio prevalece; (€) manipulagao e processamento
inadequados.

Ha relatos na literatura de que mesmo os peixes embalados a vacuo nao
estao livres de apresentarem altos teores de histamina. A este respeito, WEI et al.
(1990) estudando o efeito da embalagem a vacuo em atum armazenado a 10°C e
a 2°C constataram que esse tipo de embalagem néo afetou, significativamente, o
crescimento das bactérias histamina positivas. Entretanto, observaram que a
temperatura baixa se mostrou mais eficiente do que o proprio vacuo, uma vez que

houve uma maior multiplicagao bacteriana nas amostras armazenadas a 10°C.

3.4. Metodologia analitica para histamina

A metodologia analitica quantitativa para detecgao de histamina em
alimentos envolve métodos complexos, onerosos e de resultados demorados. De
acordo com TAVARES (1997), a Portaria 185/97, recomenda para os paises do
MERCOSUL o uso de métodos fluorimétricos descrito pela AOAC (1995); ja a
Comunidade Econdémica Européia, preconiza o uso da cromatografia liquida de
alta pressao- HPLC como método ideal de dosagem da amina (LISTON, 1994).

SERRAR et al. (1995) utilizaram métodos imunoenzimaticos-ELISA, do tipo
competitivo, como um procedimento de alta sensibilidade e rapidez na detecgao
de histamina em tecido muscular de pescado, com resultados comparaveis a
metodologia usando a técnica HPLC. LEHANE & OLLEY (2000) e PRICE (1999),
relatam que testes imunoenzimaticos, na forma de kits rapidos, tém sido utilizados
com sucesso, pelas industrias de pescado, e entre eles destaca-se o Histamarine
Test Kit, da Immunotech-Franga, aprovado pela AOAC e com sensibilidade de 0,5

ppm, que quantifica histamina em peixes na faixa 1 a 500 ppm, em
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aproximadamente, 1 hora. Outros autores, entre eles FUNG (1992), destacam a
importancia do desenvolvimento de métodos alternativos rapidos aplicados em
procedimentos de controle de qualidade de processos industriais. Estes métodos
devem apresentar boa reprodutibilidade e baixa taxa de resultados falso-positivos,
quando comparados aos métodos tradicionais. Uma desvantagem frequente
destes métodos & o custo, considerado muito alto, comparativamente a
metodologia tradicional (ANONYMOUS, 1999; LEHANE & OLLEY, 2000; BOVER-
CID, IZQUIERDO-PULIDO & VIDAL-CAROU, 2001).

3.5. Dados epidemiolégicos sobre histamina em alimentos

A primeira mengao sobre a detecgao de histamina em alimentos e relacao
com problemas de saude data de 1828, em pescado. Esse relato vem de um
episédio ocorrido nesse ano, em um navio na Gra-Betanha, no qual 5 marinheiros
apresentaram sintomas de intoxicagdo histaminica apés o consumo de bonito
(Sarda sarda) (HENDERSON, 1830, citado por LEHANE & OLLEY 2000). Uma
outra ocorréncia histérica & datada de pouco mais de oito décadas mais tarde, no
ano de 1912, relacionando sintomas de intoxicagao histaminica com consumo de
peixes; porém, ndo se tem mais detalhes do ocorrido. No entanto, somente no ano
de 1944 é que foi comprovada a relagao entre a presenca de histamina em
alimentos e problemas de saude, quando um pesquisador revelou sintomas
alérgicos ao manipular peixes deteriorados contendo altos teores de histamina
(FOO, 1975). Desde entdo, quando surgem doengas de origem alimentar
causadas pelo consumo de pescado, a presenca de histamina, nesse tipo de
alimento, frequentemente tem sido investigada (LIPP & ROSE, 1997).

De acordo com TAYLOR (1986) ndo ha, no entanto, registros considerados
exatos da incidéncia de intoxicagdo histaminica na maioria dos paises, uma vez
que pela natureza branda da doenga e seu pouco tempo de duragao, os
pacientes, na maioria das vezes, nem chegam a procurar assisténcia medica.
MAVROMATICS & QUANTICK (2002) também afirmam ser subestimado a nivel

mundial o numero de pessoas que ja apresentaram intoxicagdo histaminica,
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principaimente devido a falhas na divulgagao de informagdes técnicas a respeito
dessa doenca.

A partir de 1970, os paises que mais registraram surtos de intoxicagao
histaminica foram os paises do Reino Unido, Japdo e Estados Unidos da América
do Norte. No ano de 1986, muitos surtos ocorreram em paises da Europa,
incriminando peixes enlatados, principalmente sardinha (Sardina pilchards)
importados da Africa (Marrocos). No entanto, a partir desse ano, os paises
europeus desenvolveram e se adequaram a padrées e programas de qualidade
incluindo a Analise de Perigos e Pontos Criticos de Controle, e as incidéncias
parecem ter diminuido (ABABOUCH, 1991).

Entre os paises asiaticos, o Japao foi o que mais apresentou o problema
de intoxicacao histaminica, com registros desde o inicio da década de 50. De
1970 a 1980, foram relatados 42 surtos com 4122 casos registrados, originados
na maioria das vezes, do consumo de atum e anchovas. (MITCHEL, 1993). De
acordo com LEHANE & OLLEY (2000), o maior surto de intoxicagcdo histaminica
que se tem registro em nivel mundial, ocorreu no Japao em 1973, envolvendo o
consumo de cavalinha desidratada (Scomber japonicus), com 2656 casos
confirmados. Parece incoerente o fato do Japao, um pais que tradicionalmente
consome peixe na forma crua, registrar um surto dessa natureza envolvendo
peixe processado. Porém, as pesquisas esclareceram que os peixes utilizados
para o consumo na forma crua sao aqueles que normalmente apresentam uma
qualidade microbiolégica superior (LEHANE & OLLEY, 2000).

Na Oceania, especialmente Australia e Nova Zelandia, ha poucos registros
sobre a ocorréncia de surtos de intoxicagcao histaminica (FLETCHER, BREMER &
OSBORNE, 1999). Porém de acordo com TAYLOR (1985), de 1973 a 1975 muitos
incidentes ocorreram, especialmente na Nova Zelandia, associados a peixes
enlatados e, registros mais recentes, tém sido raros.

Em relacao ao continente europeu, de acordo com BARTHOLOMEW et al.
(1987), depois do surto ocorrido em 1828 na Gra-Betanha, nao se tem registro de

ocorréncias até 1976, ano em que diversos surtos ocorreram principalmente na
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Inglaterra e Escocia, associados ao consumo de atum e sardinha. O Reino Unido
registrou de 1976 a 1990, 441 incidentes dessa natureza, com 926 casos. Outros
casos esporadicos também foram registrados nesses paises. Na Suiga, no
periodo de 1966 a 1991, 76 incidentes de intoxicagdo histaminica foram
registrados. (LEHANE & OLLEY, 2000).

Na America do Norte, principalmente Estados Unidos e Canada, alguns
casos foram relatados, sendo o primeiro confirmado apenas em 1975, embora
muitos outros devam ter ocorrido anteriormente, sem que tenham sido registrados
(LEHANE & OLLEY, 2000). De acordo com TODD (1997), apenas no més de
outubro de 1987, o Canada registrou 14 casos de intoxicagao histaminica, devido
ao consumo de arenque defumado importado e, em agosto de 1994, nesse
mesmo pais, foram relatados mais 12 casos devido ao consumo de atum fresco,
com niveis de histamina variando de 28 a 710 mg/100g. Segundo LANGE (1998),
nos Estados Unidos da América do Norte, € dificil determinar a real incidéncia de
intoxicacao histaminica, devido aos registros incompletos, erros de diagnéstico e
omissoes das proprias pessoas que se contaminaram. No entanto, dados
registrados no Centro de Controle de Doengas (CDC, Center for Disease Control,
Estados Unidos da América do Norte), mostram que o Havai e a Califérnia sao os
estados americanos que anualmente registram um maior numero de casos de
intoxicagao histaminica. LIPP & ROSE (1997), relataram que no ano de 1997, a
intoxicagéo histaminica, pelo consumo de peixes e derivados, foi a doenga de
origem alimentar mais comum nos Estados Unidos, superando até as ocorréncias
de toxinfecgdes alimentares.

MACAN et al. (2000) descrevem uma ocorréncia de intoxicacao histaminica
nos Estados Unidos, na qual operarios de uma industria de farinha de peixes
evidenciaram os sintomas caracteristicos de intoxicacao apés 30 minutos do inicio
do manuseio de sacas contendo o produto.

De acordo com MERSON et al. (1974) e LEHANE & OLLEY (2000), de
maneira diferente do que ocorre no Japao, os surtos relatados nos Estados

Unidos da América do Norte, sempre envolveram um numero pequeno de
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pessoas. Porém, o maior deles, ocorrido em 1973 apresentou 254 casos clinicos
envolvendo 8 estados, devido a ingestao de atum enlatado, que apresentava
teores de histamina que variavam de 68 a 280 mg/100g.

Em relagdo ao Brasil, dados estatisticos oficiais sobre ocorréncias de
surtos de intoxicagao histaminica sao inexistentes, embora provavelmente tenham
ocorrido. Sao também escassos estudos voltados ao maior conhecimento e
conscientizagdo do problema da presenga de histamina em alimentos (SASSAKI
& RIBEIRO, 1991).

3.6. Padroes de histamina para peixes

Em relagdo aos padroes que estabelecem niveis permitidos de histamina
em peixes e derivados, diferentes paises adotaram normas especificas.

BARTHOLOMEV et al. (1987), na Gra-Betanha, apresentaram as seguintes
normas de segurancga para peixes e derivados, relativos aos teores de histamina.
De acordo com os niveis encontrados nos peixes, este seria clasificado da
seguinte maneira:

<5mg/100g de peixe - seguro para consumo

5-20mg/100g de peixe - probabilidade de toxidez

20-100mg/100g de peixe - toxico

>100mg/100g de peixe - altamente toéxico, improprio para consumo.

Segundo LUTEN et al. (1992) a Comunidade Econémica Européia, adotou
no ano de 1991, as seguintes normas para os teores de histamina em peixes: a
média do contetido de histamina em 9 amostras de peixe nao poderia exceder o
nivel de 10 mg/100g; duas amostras poderiam conter mais que 10 mg/100g de
peixe, porém, menos que 20 mg histamina/g100g; e nenhuma amostra poderia
conter mais de que 20 mg de histamina/100g de peixe.

De acordo com HUSS (1993), a Comunidade Econémica Européia, ao fixar
o valor de 20mg de histamina/100g de peixe como limite maximo de aceitagao,
considerou valores entre 50mg a 100mg/100g como sendo “potencialmente

perigosos” e acima de 100mg/100g, como “altamente toxicos”.
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A Food and Drug Administration (FDA) considera, para atum, um nivel de
20mg/100g como evidéncia de decomposi¢do e 50mg/100g como nivel perigoso
(LEITAO, BALDINI & SALES, 1983).

Conforme citagbes feitas por alguns autores, nos Estados Unidos da
America do Norte, ao ser oficializado o sistema de Andlise de Perigos e Pontos
Criticos de Controle (APPCC ou HACCP) para pescado, a detecgdo de histamina
foi considerada um perigo potencial, estabelecendo-se limites entre 5 e
20mg/100g para peixes frescos e enlatados respectivamente (EITENMILLER,
ORR & WALLIST, 1978; SOARES & GLORIA, 1994). Os padroes alimentares na
Australia e Nova Zelandia permitem quantidades de até 100 mg/kg de alimento
(FLETCHER, BREMER & OSBORNE, 1999).

Em relagéo aos regulamentos vigentes no Brasil, em 1994, a Resolugao
Mercosul GMC n° 40 aprovou o Regulamento Técnico de identidade e qualidade
de peixe fresco, inteiro e eviscerado, que entrou em vigor em 13/07/97, através da
Portaria n° 185 do Ministério da Agricultura e Abastecimento (TAVARES, 1997).
Essa legislacao estabelece apenas padrées de histamina para se considerar o
peixe fresco, o qual deve apresentar no maximo o nivel de 10 mg/100g de
histamina no musculo, sendo esses peixes pertencentes as familias Scombridae,
Scombreroscidae, Clupeidae, Coryphaenidae e Pomatomidae (DIPOA, 1997). Na
primeira familia encontra-se o atum, mencionado na literatura como sendo a
espécie de peixe que apresenta os niveis mais elevados de histamina.
(TAVARES, 1997).

Ainda em relacdo a legislagdo sobre histamina em peixes, LEHANE &
OLLEY (2000), relatam que esta dificil estabelecer um limite regulatério Unico
para esse proposito, uma vez que os niveis considerados toxicos variam bastante,
além do fato dos possiveis potencializadores da agao da histamina nao estar bem
elucidado. Assim sendo, de acordo com esses mesmos autores, o nivel de 50
mg/100g de carne de peixe, considerado pela FDA (Food and Drug
Administration) nos Estados Unidos da América do Norte, deve ser utilizado como

base ao se estabelecer padroes, uma vez que esse nivel € baseado em anos de
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experiéncia em investigagbes e ocorréncias, mesmo admitindo a teoria da
existéncia dos potencializadores da acdo toxica da histamina em peixes

microbiologicamente alterados.

3.7. Controle da producao de histamina em peixes

Muitas medidas preventivas podem ser tomadas para controlar a formagao
de histamina em alimentos de um modo geral. A natureza do alimento deve, no
entanto, ser considerada no desenvolvimento de tais medidas de controle
(TAYLOR, 1990). Considerando-se os peixes, a estocagem a baixas
temperaturas, boas praticas de fabricagao e higiene sao medidas fundamentais
para o controle de bactérias formadoras de histamina; sabe-se, no entanto, que
essas praticas muitas vezes sdo dificeis de serem implementadas em certos
locais, especialmente considerando a pesca artesanal.

De acordo com LEITAO, BALDINI & SALES (1983), a prevengao de
problemas relacionados com o acimulo de histamina em peixes deve envolver a
utilizagdo de matéria-prima de boa qualidade, e principalmente a garantia da
continuidade da cadeia de refrigeragdo nas varias etapas da produgao, desde a
captura, incluindo o tempo e temperatura em que o peixe ou pescado permanece
no barco pesqueiro, transporte, recepgao na industria, até a obtengao do produto
final. De acordo com esses autores, deve-se assegurar especialmente que o
pescado nao seja mantido em temperaturas na faixa de 15°C a 35°C por periodos
muito prolongados, uma vez que é neste intervalo que as bactérias produtoras de
histamina evidenciam maxima atividade.

OKUZUMI, OKUDA & KUBOZUKA (1984), estudando a ocorréncia de
bactérias produtoras de histamina em arenque, nas diferentes estacoes do ano,
constataram que em épocas mais quentes, a ocorréncia destas € mais
significativa, e a predominancia de Morganella morganii & relevante nesses
periodos. KIM et al. (2000), avaliando a influéncia da temperatura de abuso na

produgéo de histamina em pescado salgado inoculado com bactérias histamina-
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positivas, observaram que o maior nivel de produgdo de histamina foi constatado
a temperatura ao redor de 25°C.

KIM, NA & PRICE (1999), estudando a formagao de histamina e a relacao
com a temperatura de conservacdo de pescado marinho, observaram que em
peixe armazenado em gelo por 18 dias nao foi detectada esta amina. Os autores
sugeriram que este fato possa ter ocorrido porque as principais bactérias
produtoras de histamina conseguiam se desenvolver bem apenas em
temperaturas maiores que 15°C, sendo que, a 25°C, obtiveram os maiores niveis
de histamina na faixa de 60mg/100g apds sete dias de armazenamento.

FLETCHER, BREMER & OSBORNE (1999) também enfatizaram a
importancia da manuten¢do da cadeia de frio, desde a matéria-prima até o
produto final, como pré-requisito essencial para evitar que bactérias produtoras
de histamina se desenvolvessem, tornando o produto potencialmente perigoso ao
consumidor. Citaram, ainda, que a prevengao da formagdo de altos niveis de
histamina em peixes e derivados, que iriam receber algum tipo de tratamento
térmico no processo seria obtida pela manutengcao destes em temperaturas de
refrigeracdao apos a captura e pela eliminagao das bactérias produtoras de
histamina pelo tratamento térmico aplicado.

De acordo com LUTEN et al. (1992) e LEHANE & OLLEY (2000),
incidentes de intoxicagdo por histamina apds a ingestao de peixes sédo devidos
principalmente, a ma qualidade da matéria-prima e condigdes higi€nicas
deficientes no processo, que levariam a um aumento da microbiota superficial e a
producéo de histamina em niveis considerados téxicos. De acordo com KIM et al.
(2001), a otimizagado das operagcdes de processamento e adocao de praticas de
higiene e manutencdo da cadeia de frio, resumem os pre-requisitos para a
producao de alimentos com baixos teores de histamina.

Analisando filés de cavala (Scomber japonicus), bagre africano(Silorius sp)
e truta (Oncorryncus myrkis) armazenados a 4°C e a 24°C, EDMUNDS &
ETTENMILLER (1975) verificaram intensa formagao de histamina na temperatura

mais elevada, ao passo que na menor praticamente nao havia produgao, mesmo
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ap6s 14 dias de armazenamento. ARNOLD & BROWN (1978) e KIM et al. (2000),
também relatam que em temperaturas abaixo de 0°C a formagéo de histamina &
praticamente nula, ndo sendo também observada sua formagéo em temperaturas
acima de 40°C.

De acordo com LEHANE e OLLEY (2000), a temperatura interna de alguns
peixes pode também influenciar a produgao de histamina. Relatam que o atum,
quando vem a superficie das aguas ao ser capturado, tem sua temperatura
interna ao redor de 32°C e a deterioracao nessa temperatura & aproximadamente
trinta vezes mais rapida do que a 0°C. Por isso a fase mais critica do
processamento do atum, segundo esses mesmos autores, € o momento da
captura, havendo assim a necessidade de um resfriamento rapido logo apds essa
etapa

Essas condi¢des recomendadas, no entanto, dificilmente ocorrem na pesca
artesanal, onde o peixe pode ficar exposto por periodos prolongados a
temperaturas de abuso.

Na industria, especialmente em paises desenvolvidos, o problema de
intoxicagéo histaminica tem diminuido com a introdugé&o dos principios de Analise
de Perigos e Pontos Criticos de Controle e Boas Praticas de Fabricagao, que
envolvem a prevencao de contaminagéao e adogao de procedimentos de controle
de qualidade no processamento, tendo inicio por ocasido da captura do peixe até
a distribuicao ao consumidor final (KIM et al.,2001). BARTRAM (1997) relatou que
em peixes considerados de boa qualidade para o consumo na forma “in natura”,
em pratos tipicos orientais, a qualidade poderia ser assegurada por programas do
tipo APPCC, nos quais a temperatura dos filés e exames organolépticos

frequentes seriam considerados pontos criticos de controle.
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4. MATERIAL E METODOS
4.1. Material e procedimento de amostragens

Os estudos para microbiota foram efetuados analisando-se 3 espécies
diferentes de peixes: a tilapia-do-nilo (Oreochtomis niloticus), a carpa (Cyprinus
carpio) e a truta arco-iris (Oncorrynus myrkis). Exemplares destas espécies foram
capturados em tanques de criagdo do Instituto de Pesca, localizados nas cidades de
Pindamonhangaba (tilapias), Sdo Paulo (carpas) e Campos do Jordao (trutas) (Figura
3). As amostragens foram efetuadas nas 4 épocas diversas ao longo de 12 meses,
correspondentes as diferentes estagoes do ano. Os peixes foram capturados nos
tanques de criacdo pela técnica de redes de arrasto. Em cada amostragem foram
coletados 5 exemplares de cada espécie em estudo, mencionando ainda que o
operador utilizou sacos plasticos estéreis, na separagao manual dos peixes, sendo
estes embalados nesses mesmos sacos plasticos e acondicionados em caixas
isotérmicas contendo gelo em escamas, seguido de transporte imediato ao
Laboratério do Nucleo de Microbiologia do ITAL, Campinas, SP. Assim sendo neste
item foram examinadas 60 unidades de amostras, sendo estudadas 20 unidades para
cada espécie de peixe. Além das espécies mencionadas, também foi pesquisada a
presenca de histidina livre, amino&cidos livres totais e de histamina em exemplares de
curimbata (Prochilodus scrofa), com as amostragens efetuadas em 2 épocas diversas
do ano (inverno e verdo) sendo portanto mais 10 unidades de amostra
analisadas.Exemplares de curimbata também foram utilizados na confecgao do
extrato de tecido muscular estéril, e para retirada dos filés, para os estudos de
armazenamento. As amostras de curimbata foram adquiridas em um pesqueiro da

regiao de Campinas-SP.

UNICAMP
BIBLIOTECA CENTRAL
SECAO CIRCULANTE
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FIGURA 3. Tanque de criagdo de trutas da Estacdo Experimental do Instituto de

Pesca de Campos do Jordao-S.Paulo

4.2. Procedimento experimental

4.2.1. Contagem microbiana total de psicrotroficos, mesoéfilos e de
bactérias presuntivamente histamina-positivas em agar Niven da

superficie de peixes

As amostras de peixe, foram retiradas dos plasticos em cabine de fluxo
laminar, sendo as amostras para a andlise microbiolégica obtidas da superficie de
cada exemplar de peixe, utilizando-se a técnica de zaragatoa (esfregaco), que era
friccionada em 2 (duas) areas de 2 x 5cm (10 cm?), delimitadas por moldes
metalicos estéreis, na regiao dorsal de cada peixe examinado, totalizando assim
20cm’ de area amostrada/exemplar (Figura 4). A seguir, as zaragatoas eram

colocadas em tubos contendo 5 mL de agua peptonada 0,1%, seguido de
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agitacao em agitador vibratério tipo vortex. A partir das suspensées iniciais foram
preparadas diluicdes decimais sucessivas em agua peptonada 0,1%, seguido da
adicao de 1mL de cada diluigdo em placas de Petri. A seguir, adicionou-se 0 meio
de diferenciacdo para bactérias histamina-positivas (agar Niven) contendo
triptona 0,5%, extrato de levedura 0,5%, L-histidina 2,7%, HCI 0,5%, NaCl 0,5%,
CaCO; 0,1%, agar 2,0%, e vermelho de cresol 0,02% (NIVEN et al. 1981),
utilizando-se a técnica de “pour plate”, com sobrecamada do mesmo meio. Em
continuagéo, as placas foram incubadas a temperaturas de 35°C e 20°C, por
periodos de 48 e 72 horas, respectivamente, caracterizando-se a populagao de
mesofilos (35°C), psicrotréfilos (20°C) totais que cresceram nesse meio, e
diferenciando-se as colonias tipicas presuntivamente histamina positivas,
caracterizadas pela presenga de um halo arroxeado, indicativo da alcalinizagao
do meio pela presengca da amina.Os resultados foram expressos em Log
UFClem?.

FIGURA 4. Amostragem dos peixes pela técnica de esfregaco.
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4.2.2. Identificagao das culturas presuntivamente histamina-positivas e

confirmagéo de capacidade de producao de histamina

As culturas tipicas presuntivamente histamina-positivas foram submetidas a
identificagéo a nivel de género ou espécie, de acordo com KRIEG & HOLT (1994)
€ com auxilio do sistema bioquimico miniaturizado Crystal-BD (BBL), que utiliza
substratos cromogénicos e convencionais modificados.

Apoés identificacdo, as culturas presuntivamente histamina-positivas foram
confirmadas quanto a capacidade de produgao de histamina, através de uma
sequeéncia de testes propostos por YOSHINAGA & FRANK (1982), a saber-

i) Inoculagéo da cultura em tubos contendo agar Niven modificado (triptona
0,5%, extrato de levedura 0,5%, L-histidina 2%, NaCl 0,5%, vermelho de
bromocresol 0,02%, agar 1,5%).

ii) Crescimento em caldo de Niven modificado, acrescido de 0.1% de
glicose e mantido em tubos contendo tubos de Duhran invertidos.

As culturas presuntivamente histamina-positivas foram consideradas
confirmadas pela produgso de gas no caldo de Niven, com desenvolvimento de

coloragdo roxa intensa devido a alcalinizagao do meio Agar Niven modificado.

4.2.3. Avaliagio presuntiva da producéo in vitro de outras aminas
biogénicas

As culturas tipicas mencionadas no item 4.2.2 foram também analisadas
quanto a capacidade de descarboxilagdo de arginina, lisina e tirosina, com
producéo das respectivas aminas. O meio de cultivo utilizado foi o proposto por
YAMANII & UNTERMANN (1985) (peptona bacteriologica 0,2%, NaCl 0.5%
aminoacido teste 1%, vermelho de clorofenol 0,2%), sendo a reagio positiva
baseada na mudancga de coloragéo do indicador para uma tonalidade arroxeada e
elevacdo do pH inicial de 5,3 para valores acima de 7,1. As culturas testadas
foram incubadas nas temperaturas de 5°,15° e 30°C, por periodos maximos de 6

dias.
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4.2.4. Quantificagdo de histamina produzida in vitro, por culturas
selecionadas

Com base na freqiiéncia de ocorréncia na microbiota contaminante € na
capacidade de producio de histamina, previamente testadas, foram selecionadas
algumas culturas para estudos complementares de quantificacao da produgédo de
histamina. Assim, essas culturas foram inoculadas em caldo de Niven, seguido de
incubagéo a 5, 15 e 35°C, com dosagem de histamina nos intervalos de1,3e6
dias. A quantificacido dos teores de histamina foi feita de acordo com a
metodologia proposta por FOO (1975) e CATTANEO & CANTONI (1978),
empregando cromatografia ascendente em papel, eluicao das bandas em metanol
e leitura em espectrofotémetro a 500 nm.

4.2.5. Determinagao de histidina livre, aminoacidos totais livres e

histamina em tecido muscular de peixes

As andlises de histamina foram realizadas de acordo com a metodologia
proposta por FOO (1975) e CATTANEO & CANTONI (1978) utilizando
cromatografia em papel Whatman n° 3 MM e fundamentada na formacao de um
complexo de coloragdo résea entre o reagente ninidrina-cadmio e a histamina.
Este complexo foi eluido com metanol, seguido de leitura em espectrofotémetro a
500nm, contra um branco preparado de forma idéntica.

O extrato para cromatografia foi preparado mediante a homogeneizacao da
amostra com solucao de acido tricloroacético a 5%, na propor¢ao de 1:3. A seguir,
0 material foi mantido sob agitacdo durante 1 hora, a temperatura ambiente,
seguido de centrifugagdo (1.000G, 15 minutos); ao sobrenadante adicionou-se 1
MI de solugdo de acido sulftrico 0.1 N, extraindo-se com trés porgoes de 20 mL
de eter etilico. A fase aquosa foi entio concentrada até pequeno volume, sob
pressao reduzida e o residuo foi diluido a 10 mL com metanol-agua (4+1);

finalmente, este extrato foi usado diretamente na cromatografia de papel.
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Para as determinacdes de histidina livre e aminoacidos livres totais, o
extrato foi preparado de forma semelhante aquela usada nas determinacgdes de
histamina, omitindo-se a etapa da concentracdo. Apos a lavagem com éter etilico,
0 extrato foi ajustado para um volume definido, sendo uma aliquota diluida em
tamp@o pH 2,2 e analisada em analisador de aminoacidos DIONEX DX-300,

usando-se coluna de troca ionica e reagdo pés-coluna com ninidrina.

4.2.6. Testes de armazenamento de extrato de tecido muscular estéril

de curimbata inoculado com Morganella morganii.

O homogeneizado foi preparado pela trituracdo da amostra de tecido
muscular de curimbata em homogeneizador de pistdo tipo “stomacher” (Blender
400), na proporgao de 1 parte de carne para 2 de agua destilada, seguido de
cocgdo a 72°C por 10 minutos. Em continuagdo, aliquotas de 20g. foram
colocadas em tubos de 20 x 250 mm de didmetro com posterior esterilizacao a
121°C durante 15 minutos. Apés o resfriamento os tubos foram inoculados com
1,0 mL de cultura pura de Morganella morganii, ao nivel de 10*UFC/g, isolada
previamente da superficie de carpa. Os tubos, em duplicata, foram incubados nas
temperaturas de 5°, 15° e 30 °C e com leituras nos intervalos de 1, 3 e 6 dias.

Nesta etapa da pesquisa as dosagens de histamina foram feitas utilizando-
se o metodo rapido, de ELISA, com o Histamarine enzime imunoassay kit (cat. N°
2369), seguindo a metodologia proposta pelo fabricante, que define um limite
minimo de detec¢do de 0,05 uM/L.

Na quantificacdo das bactérias histamina-positivas foi feita uma contagem
inicial na amostra inoculada, mantendo-se sempre uma amostra-controle (sem
inoculagéo) para cada tratamento. Na analise microbioldgica, nos diferentes dias
de amostragem e nas 3 temperaturas estudadas, retirou-se uma aliquota de 25g
de cada amostra (12,59 de cada tubo da duplicata) e colocou-se em sacos
estéreis utilizados no homogeneizador de pistao tipo “stomacher” (Blender 400),
juntamente com 225 mL de &gua salina peptonada, com posterior diluicao

decimal, seguida de inoculacdo de 1 mL de cada diluicdo em agar Niven. Na
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seqléncia, as placas eram incubadas a temperatura de 30°C por 48 horas, e as
colonias tipicas (arroxeadas, com um halo parpura) foram contadas. Os
resultados foram expressos em logaritmo das unidades formadoras de colénias
por grama de extrato muscular de curimbata (log UFC/g).

4.2.7. Testes de armazenamento de filées de curimbata inoculados com

Morganella morganii

Os filés de curimbata foram acondicionados em bandejas sob fluxo laminar,
em condi¢coes de higiene controladas (facas esterilizadas, bandejas limpas e
estereis, manuseio adequado). O inéculo no nivel de 10°* UFC/mL da bactéria
histamina-positiva, Morganella morganii, com 18 horas de incubagédo, foi
preparado a partir de cultura pura isolada de carpa. Ap6és homogeneizacio, 1,0
mL da cultura foi inoculado em cada file, sendo 0,5 mL em cada lateral, com os
filés sendo embalados individualmente em sacos plasticos estéreis e colocados
em bandejas limpas. Em cada bandeja foram acondicionados 5 filés, sendo as
mesmas incubadas a 5°C, 15°C e 30°C. Nos intervalos de 1, 3 e 6 dias eram
retiradas amostras para as dosagens de histamina e contagens da microbiota
histamina positiva. As dosagens de histamina foram efetuadas pelo método
rapido, de ELISA (Histamarine enzime imunoassay kit cat. n° 2369).

Na contagem da microbiota histamina-positiva seguiu-se o mesmo
procedimento analitico descrito em 4.2.6.. sendo que, neste caso, 25 g de
amostra foram retirados dos diferentes filés inoculados e incubados nas

condi¢cbes anteriormente descritas.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Microbiota superficial das amostras de peixes

Em referéncia as contagens de bactérias totais em agar Niven, observou-
Se que as populagbes iniciais foram relativamente baixas, com um maximo de
4,76 logUFC/cm?® (Tabela 4) nao atingindo os limites maximos estabelecidos nas
especificagdes de qualidade de pescado que € de 7,0 logUFC/cm? (HUSS, 1993).
Na época de inverno, em Campos do Jordao, onde a temperatura média da agua
estava ao redor de 8°C (indicada por termometros colocados nos préprios
tanques de criagdo) houve a prevaléncia de microbiota psicrotréfila enquanto que
no verao (temperatura média da agua ao redor de 21°C), uma microbiota mesofila
predominou em todas as regides. Nas outras estacdes do ano, nas quais as
oscilagbes de temperatura nao foram pronunciadas, foi observado um relativo
equilibrio entre a microbiota meséfila e psicrotréfica (Tabela 4).

E importante destacar que a possibilidade de que os valores de contagem
total de bactérias obtidos em agar Niven, provavelmente podem ter sido inferiores
aos que seriam constatados pelo uso de meios como agar-padrao de contagem
ou agar tripticase soja, que tém uma composigao e valores de pH mais adequados
ao crescimento microbiano de um modo geral. No entanto, NIVEN, JEFFREY &
CORLETT (1981), estudando o agar Niven em comparagdo com o meio agar-
padrao para contagem (Plate Count Agar, DIFCO), constataram que as contagens
bacterianas totais eram mais baixas do que as obtidas em agar-padriao, em
apenas um ciclo logaritmico, valor esse considerado irrelevante por esses
autores, que citam ainda a inviabilidade da utilizacédo de meios de cultura para
contagem padrdo quando se objetiva a identificacdo de microbiota produtora de
histamina, uma vez que estes meios n3o sio diferenciais. LEITAO et al. (1983),
citam que o meio de agar Niven é considerado o mais adequado para identificar
as bactérias presuntivamente histamina-positivas, no qual as col6nias tipicas se
apresentam maiores que as demais e sdo de uma coloragao roxa caracteristica,
devido a alcalinizagdo do meio de cultura, pela formacdo da histamina nesse
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meio. As col6nias tipicas normalmente aparecem nesse meio envoltas em um halo
dessa mesma cor, ou seja, purpura, sendo facilmente diferenciadas das demais.
Quanto ao pH mais baixo desse meio de cultura, convém mencionar que € um
fator intrinseco importante, uma vez que valores de pPH mais adequados 3
produgao da histamina se encontram na faixa de 50 a 55 (IENISTEA,
1973).Esses dados sdo concordantes com MAVROMATIS & QUANTICK (2002),
que, estudando as caracteristicas do agar Niven e sua adequadibilidade na
enumeracgao de bactérias formadoras de histamina, obtiveram que o pH desse
meio nao mostrou ser um fator intrinseco de efeito inibitério ao isolamente dessas
bactérias, bem como na microbiota total, utilizando como referéncia o meio de
cultura para contagem padrao em placas (Plate Count Agar), em pH 7, concluindo
ainda que, em valores de PH na faixa de 5,3 a 5,5 as bactérias produtoras de

histamina, em agar Niven, sao claramente distinguiveis das demais.

TABELA 4. Microbiota mesdfila (35°C) e psicrotréfica (20°C) em superficie de

peixes de origem fluvial ou lacustre.

Contagem (Log UFC/ cmz)*
Natureza Epoca | Epoca I Epoca lli Epoca IV
amzzt,a (Primavera 17°C)* (Verio 21 °C)*™  (Outono 18°C)** (Inverno 8°C)*
20°C 35°C  20°C 35°C 20°C 35°C  20°C 35°C
Carpa 2,04 2,04 2,38 4,46 3,54 1,54 476 253
Tilapia 2,49 2,19 1,70 4.59 2,92 225 2,88 140
Truta 3,27 2,39 3,46 3,68 3,54 2,66 407 1,60

"Média de 5 repetigbes por espécie de peixe
**Temperatura média dos tanques de criagdo na época da coleta

Por outro lado, foi observado na presente pesquisa que as contagens de
bactérias histamina-positivas foram muito reduzidas em praticamente todas as
amostras analisadas, indicando ser esta populacdo bastante restrita nos peixes
de agua doce. No total de unidades de amostra analisadas (60), foram isoladas
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apenas 49 culturas presuntivamente histamina-positivas. Os dados se encontram
na Tabela 5.

TABELA 5. Culturas presuntivamente histamina-positivas isoladas da superficie
de peixes de origem fluvial ou lacustre.

Origem das culturas

Total
Microrganismo Carpa Tilapia Truta

20°C* 35°C** 20°C* 35°C™ 20°C* 35°C™ N° %

Acinetobacter iwoffii - - 01 - - - 01 2,0
Aeromonas hydrophila 03 - 03 02 01 - 09 184
Aeromonas veronii 01 - - - - = 01 2,0
Citrobacter freundii 03 - - - - - 03 6,1
Flavobacterium meningosepticum - - 01 01 - - 02 41
Kluyvera ascorpata - - - 01 - - 01 2,0
Morganella morganii 01 - 02 01 01 - 05 102
Plesiomonas shigelloides 07 03 04 01 01 16 326
Pseudomonas aeruginosa - - 02 - - - 02 41
Pseudomonas fluorescens 02 - - - - - 02 4.1
Pseudomonas putida 03 - 01 - - 01 05 10,2
Pseudomonas stutzieri - - 02 - - - 02 41
TOTAL 20 0 15 09 03 02 49 100

*Temperatura de incubacao de contagem de psicrotréficos.
“*Temperatura de incubagdo para a contegem de mesdfilos

Inicialmente, observou-se que a maioria das culturas presuntivamente
histamina-positivas foi isolada a temperatura de 20°C indicando, portanto, a
predomindncia de espécies psicrotréficas na microbiota presuntivamente
produtora de histamina das amostras de peixes estudadas. Na temperatura de

35°C, apenas 11 (20,5%) das culturas evidenciaram este comportamento.
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Outra observagio interessante € que, independentemente da temperatura
de incubacdo, houve uma prevaléncia de bactérias presuntivamente histamina-
positivas nos peixes provenientes de aguas mais quentes, Caracteristicas das
regies de Sao Paulo e Pindamonhangaba, em Comparagao aos peixes oriundos
de aguas mais frias, caso especifico da regido de Campos do Jordio. Assim, 44
culturas (89,8%) eram provenientes das primeiras regiées e apenas 5 (10,2%)
foram isoladas das trutas Capturadas em Campos do Jordso.

Por outro lado, analisando-se a prevaléncia de bactérias presuntivamente
histamina-positivas em funcdo da espécie de peixe, constatou-se a maior
ocorréncia em tilapias (24 culturas, 49,0%), seguido de carpas (20 culturas,
40,8%), e finalmente de trutas (5 Culturas, 10,2%). E evidente que estes
comentarios devem ser analisados com precaucao, pois inumeros fatores, além
da espécie de peixe e condigdes de temperatura, podem influir na natureza da
microbiota contaminante, entre eles a qualidade e teor de matéria organica nas
aguas dos tanques, contaminacao fecal do manancial, entre outros.

A reduzida presenca das bactérias histamina-positivas nas amostras
analisadas vem confirmar observagées de outros autores. LEITAO, BALDINI &
SALES (1983), estudando bactérias histamina-positivas em pescado de origem
marinha, observaram uma ocorréncia de populagdes reduzidas desses
microrganismos em pescado marinho, atribuindo na ocasizo ta fato as
deficiéncias que o agar Niven.

GENNARI, TOMASELL] & COTRONA (1999), estudando a microbiota de
sardinhas frescas (Sardinelia pilchardus), capturadas no mar Mediterraneo,
observaram a predominancia das bactérias deteriorantes, principalmente Pseudo-
monas sp, Flavobacterium sp e Shewanella SPp € em menor propor¢do, as da
familia Enterobacteriaceae, sendo que Morganella morganii foi a Gnica espéecie
bacteriana confirmada como produtora de histamina, em um total de 57 culturas
isoladas.

Em relacdo a identificacdo da microbiota presuntivamente histamina-

positiva na presente pesquisa caracterizou-se a predominancia de espécies da
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familia Vibrionaceae (26 culturas, 53,1%), Pseudomonadaceae (11 culturas,
22,4%) e Enterobacteriaceae (9 culturas, 18,4%). Quando consideradas
individualmente, conforme mostra a Tabela S, houve a prevaléncia de
Plesiomonas shigelloides (32,6%), Aeromonas hydrophilla (18,4%) e Morganella
morganii (10,2%) entre as espécies presuntivamente histamina-positivas.

Ao lado da eventual capacidade de producéo de histamina, a presenca de
Aeromonas hydrophila e Plesiomonas shigelioides, reveste-se de grande
importancia no aspecto de salde publica. Estas espécies tém como habitat
principal o ambiente aquatico principalmente fluvial e por essa razao sao
detectadas com freqiiéncia na microbiota de peixes de agua doce. Conforme
relatado por KIROV (1997), existem fortes evidéncias em relagéo a
patogenicidade destas espécies, podendo provocar gastroenterites e, por vezes,
infeccbes extra-intestinais (endocardites, pneumonia, conjuntivite, infeccdes
renais, etc.)

As culturas isoladas e identificadas como provaveis produtoras de
histamina foram submetidas a testes confirmatérios propostos por YOSHINAGA &
FRANK (1982), como descrito no item 4.2.2. Os resultados obtidos estio contidos
na Tabela 6.
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TABELA 6. Bactérias produtoras de histamina isoladas da superficie de peixes de

origem fluvial ou lacustre, confirmadas segundo testes descritos por YOSHINAGA
& FRANK (1982).

Microrganismos* Numero de presuntivos Confirmados ** %
Acinetobacter iwoffii 01 0 0,0
Aeromonas hydrophila 09 03 33,3
Aeromonas veronii 01 0 0,0
Citrobacter freundii 03 03 100
Flavobacterium meningosepticum 02 0 0,0
Kluyvera ascorbata 01 0 0.0
Morganella morganii 04 04 100
Plesiomonas shigelloides 17 05 294
Pseudomonas aeruginosa 02 0 0,0
Pseudomonas fluorescens 02 01 50,0
Pseudomonas putida 05 01 20,0
Pseudomonas stutzieri 02 0 0,0
TOTAL 49 17 347

*Culturas incubadas a temperaturas de origem do isolamento {20°C ou 35°C)
** Numero de espécies microbianas que apresentaram reagoes positivas com até 48h. de incubagzo.

Uma observacdo pratica de grande importancia foi a constatacao de que
espécies que apresentaram reagdo intensa em agar Niven, como M. morganii,
foram integralmente confirmadas como histamina-positivas segundo os
procedimentos de YOSHINAGA & FRANK (1992). Ja as demais culturas que
apresentaram reagao positiva menos intensa, tiveram um percentual reduzido de
confirmagéo no teste citado.Excecao feita a uma cultura de Morganella morganii,
todas as demais bactérias confirmadas como produtoras de histamina, foram
originalmente isoladas a 20°C.

LEITAO & SILVEIRA (1993), estudando a microbiota produtora de
histamina em pescado de origem marinha, constataram que a temperatura 6tima
para essas bactérias atuarem com maior intensidade, situa-se na faixa entre 10 e
25°C. Essa observagao é concordante com os dados de BRANDAO (1996) e KIM
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et al. (2000) que comprovaram que as descarboxilases bacterianas sio mais
ativas em temperaturas inferiores a 30°C.

5.2. Descarboxilagdo de outras aminas biogenicas in vitro

A Tabela 7 apresenta os resultados presuntivos dos testes de
descarboxilagdo in vitro de aminoacidos relevantes pelas culturas histamina-
positivas, capazes de gerar outras aminas biogénicas, que podem potencializar a
agao da histamina. De um modo geral, observou-se que a 5°C nenhuma das
culturas testadas evidenciou atividade descarboxilante, indicando novamente que
a refrigeracdo seria a principal medida preventiva ou barreira para evitar a
formagao de aminas no pescado.

Em temperaturas de 15°C os resultados foram variaveis com M. morganii,
revelando maior atividade comparativamente as outras espécies. Este
comportamento & similar ao constatado em relagdo a produgdo de histamina,
sendo que as culturas de A. hydrophila e principalmente de P shigelloides, foram
bem menos ativas que M. morganii. Também foi observado que A. hydrophila
descarboxilou a lisina apenas no sexto dia de incubagéo a 15°C’ enquanto que P.
shigelloides nao mostrou nenhuma atividade descarboxilante sobre a tirosina.

A temperatura de 30°C, M. morganii também revelou maior atividade
descarboxilante dos aminoacidos estudados em relagdo as outras culturas
estudadas.

No entanto, em relagao a arginina, foi constatado que todas as bactérias
selecionadas mostraram ter acao descarboxilante, observando-se resultados
positivos(+) em todas elas, no primeiro dia, a temperatura de 15°C.

De acordo com LEHANE & OLLEY (2000), é importante que as bactérias
produtoras de histamina também tenham a capacidade de descarboxilar os amino
acidos precursores de outras aminas biogénicas, uma vez que a hipétese da

potencializagao da histamina por esses compostos deve ser considerada.
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TABELA 7. Descaboxilagao de alguns aminoacidos por bactérias isoladas de

peixes de origem fluvial ou lacustre, sob diferentes condigdes de incubagao

Espécies bacterianas e descarboxilagio de aminoacidos*

Incubagio A. hydrophila M. morganii P. shigelloides
ARG LIS TR ARG LIS TIR ARG LIS TR

5°C - - - - & = - - -

1dia 15°C + - - + + + + + +
30°C + - - - + + + + -

5°C - - - - - - - - -

3dias 15°C + - + + + + + - s
30°C + i + + + + -+ + -

5°C - - - - = m - - -

6 dias 15°C + + + + + + + + -
30°C + - + + + + + + -

* Aminoéacidos =ARG= arginina, LIS= lisina, TIR = tirosina

Em resumo, constatou-se que Morganella morganii foi a bactéria que
apresentou maior potencial de descarboxilacdo dos aminoacidos estudados, nas
diferentes condi¢des de incubagao analisadas. Muitos autores descrevem ser esta
bactéria a que possui maior atividade descarboxilante sobre os aminoacidos que
se encontram na forma livre na superficie do pescado, especialmente a histidina.
(TAYLOR, 1986; CHEN et al., 1989; LISTON, 1990; TAYLOR, 1990; ABABOUCH,
1991; KIM et al., 2000). BRANDAO (1996) obteve resultados semelhantes ao
estudar o potencial de descarboxilagdo de outros aminoacidos por
enterobactérias isoladas de peixes de origem fluvial ou lacustre, constatando que
M. morganii demonstrou ter potencial para descarboxilar a maioria dos
aminoacidos pesquisados, quando incubada em temperatura de 36°C.

Os aminoacidos testados neste estudo tém importancia em relacao a
eventual formagao de aminas que potencializam o efeito toxico da histamina em

pescado; assim sendo, os dados obtidos relativos ao potencial de
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descarboxilagdo dos mesmos, levam a concluir que, de maneira geral,
temperaturas acima de 15°C, facilmente observadas em condi¢bes precarias de
armazenamento de pescado, podem possibilitar a formagdo de outras aminas

biogénicas como a cadaverina, tiramina e especialmente a putrescina.

5.3. Avaliagao quantitativa da producao de histamina pelas culturas

bacterianas selecionadas

Os resultados referentes a avaliacao quantitativa da producao de histamina

pelas trés bactérias selecionadas estio na Tabela 8.

TABELA 8. Avaliagdo quantitativa da producdo de histamina (mg/1 00g) por
bactérias inoculadas em caldo de Niven (NIVEN, JEFRREY & CORLETT, 1981)
sob diferentes condigoes de incubagao*.

Producéo de histamina (mg/100g)**
Microrganismo 1 dia 3 dias 6 dias

5°C 15°C 30°C 5°C 15°C 30°C 5°C 15°C  30°C

A. hydrophila nd*** 4,0 4,6 nd 49 410 nd 4,5 6,20
M. morganii 3,1 85 1070 nd 1240 1140 36 1100 653
P. shigelloides  nd nd 29 nd nd 17,7 nd 840 475

* média de analises em triplicata **mg/100g = miligramas por 100 gramas ***nd = nao detectada

Pela analise dos resultados contidos na Tabela 8, verificou-se que tanto A.
hydrophila quanto P. shigelloides nao demostraram ter uma intensa capacidade de
produc@o de histamina, sendo que P. shigelloides produziu uma quantidade mais
acentuada apenas no sexto dia de incubacdo, a 30°C. Por outro lado, A.
hydrophila evidenciou producdo baixa e praticamente constante a partir do
primeiro dia, nas temperaturas de 15°C e 30°C, atingindo seu maximo no sexto
dia a 30°C.
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A producdo de histamina a 5°C foi muito baixa ou nula, comprovando
novamente, a importancia da refrigeracao adequada no controle da producéo da
amina. Em relagdo a M. morganii, observou-se que a cepa testada apresentou um
maximo de producdo de histamina a 15°C no terceiro dia de incubacéo
(124mg/100g), demonstrando ser esse binémio tempo/temperatura o ideal para
que essa bactéria produza quantidades de histamina acima do nivel critico de
100mg/100g, considerado como potencial para causar uma intoxicagéo
(IENISTEA 1973, TAYLOR, 1985). No sexto dia de incubacao esses valores
sofreram um pequeno decréscimo, provavelmente devido & acao das
histaminases (LEITAO, 1988, BRANDAO, 1996). Convém ainda destacar que
valores de histamina acima de 1 00mg/100g foram produzidos por M. morganii, a
partir do primeiro dia a 30°C (107,0mg/100 mL) e do terceiro dia a 15°C (124,0
mg/100 mL). Quando comparados com dados de outros autores como ARNOLD &
BROWN (1978) LEITAO et al. (1983) e FLETCHER, BREMER & OSBORNE
(1999), os resultados obtidos nessa pesquisa sao concordantes, no sentido de
destacar M. morganii como o principal microrganismo produtor de histamina em
peixes. Estes resultados também deixam evidente que a producido de histamina
atingiu valores mais altos em temperaturas iguais ou superiores a 15°C,
confirmando que o armazenamento de pescado em temperaturas de abuso
(>15°C), é condicao essencial para transformar esse alimento em veiculo de
intoxicacdo histaminica. Por outro lado, a refrigeracdo adequada (temperaturas
inferiores ou iguais a 5°C) seria provavelmente a principal barreira para impedir a
produgdo de histamina em niveis potencialmente toxicos em peixes de origem

fluvial ou lacustre.

5.4. Determinagao de histidina livre, histamina e aminoacidos livres
totais em peixes de origem fluvial ou lacustre
Na figura 5, sdo apresentados os teores de histamina, histidina e

aminoacidos livres totais em amostras de peixes capturados em criadouros do
Estado de Sao Paulo.
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FIGURA 5. Teores de histamina, histidina e aminoacidos livres totais em amostras

de peixes capturados em criadouros do Estado de Sao Paulo.

Em todas as amostras de peixe analisadas nao foi detectada histamina,
embora os niveis de histidina livre tenham sido relativamente elevados,
especialmente no curimbata e carpa conforme Figura 5.

De acordo com LEITAO, BALDINI & SALLES (1983), nao é de se esperar
niveis altos de histamina em pescado fresco mantido em baixas temperaturas,
independentemente da quantidade de histidina livre detectada, uma vez que as
bactérias produtoras de histamina evidenciam atividade de descarboxilacdo em
temperaturas mais elevadas, com um o6timo ao redor de 25°C e intervalo de
producdo da amina na faixa de 15°C a 35°C. Para garantir a qualidade, é de
importancia vital que seja mantida a continuidade da cadeia de refrigeragao nas
varias etapas de produgdo, que se inicia na captura e estende-se ao produto final.
LEITAO, BALDINI & SALLES (1983).
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YOSHINAGA & FRANK (1984) examinando amostras de atum fresco,
capturado no Havai, Estados Unidos da América do Norte, constataram niveis
baixissimos de histamina, com valores maximos de 0,13 mg/100g. Ao
mencionarem resultados de outras pesquisas, esses autores afirmaram que
mesmo os pescados susceptiveis a formacdo de histamina, como os
escombrideos, quando frescos e prontamente congelados, sao praticamente
isentos da amina.

Embora a nao-detecgio de histamina nos peixes estudados no presente
trabalho seja um indicador positivo de boas praticas de armazenamento, nao se
pode descartar uma eventual possibilidade de manuseio inadequado e
comercializagdo em temperaturas de abuso, situagbes que possibilitariam a
formacgao de histamina, desde que os mesmos apresentassem niveis elevados de
histidina livre.

Ainda com base nos dados da Figura 5, observa-se que as espécies
curimbata e carpa foram as que continham niveis mais elevados de histidina livre,
sendo, portanto, as que apresentariam um maior potencial de formacgio de
histamina.

No processo de formacao da histamina, a histidina livre é descarboxilada
com produgao de amina e gas carbdnico. Admitindo-se uma conversao tedrica de
100% Segundo LEITAO,BALDINI & SALES (1983) tem-se que, cada mol de
histidina livre (155g) formara 1 mol de histamina (111,5g). Esse calculo
estequiométrico € um mecanismo utilizado para se estimar quantidades potenciais
de histamina em alimentos. Assim, com base nos dados contidos na Figura 4,
seria possivel estimar os niveis formados, em condigbes favoraveis a proliferacao

da microbiota histamina- positiva. Esses resultados constam da Figura 6.
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*Valores estequiométricos calculados supondo a conversdo de 1 mol de histidina(155g) em 1 mol de
histamina (111,5g).
FIGURA 6. Niveis potenciais de histamina passiveis de formagdo em espécies de

peixes de origem fluvial ou lacustre.

Os padroes da Comunidade Econdémica Européia, estabelecem limites
maximos para histamina, em peixes, de 20 mg/100g. Comparando estes valores
com os dados ilustrados na Figura 6, constata-se que, a excecao da tilapia,
valores acima desses limites poderiam eventualmente ser atingidos, assumindo
uma condicdo precaria de armazenamento em temperaturas consideradas de
abuso. Esses resultados também levam a concluir que o curimbata, seguido da
carpa e da truta, seriam as espécies de peixe que apresentariam maior risco de
serem eventuais veiculos de uma intoxicagao por histamina, uma vez que os
valores de 50mg/100g, e 100 mg/100g,considerados perigosos e extremamente
perigosos respectivamente, pela legislagdo da Comunidade Européia (HUSS,
1993) poderiam ser atingidos em decorréncia do armazenamento inadequado. No
caso especifico da tilapia, essas possibilidades seriam muito remotas, uma vez
que mesmo os valores acima de 20mg/100g nao seriam atingidos, com base nos
niveis de histidina livre detectados.
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Por outro lado, relacionando os dados da Figura 6 com os limites de
tolerancia citados por IENISTEA (1973) conclui-se que todas as espécies
poderiam apresentar niveis potenciais de histamina suficientes para provocar
algum distarbio no consumidor, especialmente naqueles mais sensiveis, uma vez
que, teores de histamina superiores a 8mg/100g, ja seriam capazes de causar
intoxicagdes leves.

Em conclusdo, a adocdo de boas praticas de armazenamento,
principalmente quanto ao uso de temperaturas de refrigeragdo adequadas, seria
critica na prevengao da formacéo de histamina em niveis toxicos, principalmente

em espécies como o curimbati e carpa.

5.5. Histamina em extrato muscular de curimbata inoculado com
Morganella morganii e correlagdo com a intensidade de

contaminagéao

Observando-se os dados contidos na Tabela 9 pode-se constatar que a
5°C nado houve desenvolvimento de M.morganii inoculada, sendo os valores de
histamina obtidos considerados baixos (< 5 mg./100g). No entanto, a 16°C, a
Populagao inicial mostrou um incremento de 3 ciclos logaritmicos a partir do
terceiro dia (72h), o maior observado no periodo em estudo, sendo que a
producéo de histamina também atingiu o maior nivel.
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TABELA 9. Producdo de histamina em extrato muscular estéril de curimbata
inoculado com Morganella morganii.

Condigao de Incubagio

Histamina Contagem
Tempo (dias)  Temperatura (°C) (mg/100g) (log UFC/g)*
5 0,82 4,02
1 15 2,06 4,11
30 53,03 5,04
5 3,06 4,16
3 15 107,78 7.07
30 93,01 6.03
5 3,34 4,01
6 15 107,15 6,98
30 86,01 6.01

*Logaritimo das Unidades formadoras de colénias por grama de extrato de pescado.
Obs.:Tubos com amostras nao-inoculadas(controle), foram mantidos sob as mesmas condigdes,ndo sendo
detectadas contagens, nem a presenca de histamina nos mesmaos.

A temperatura de 30°C, a populagido de bactérias aumentou um ciclo
logaritmico em 24 h (dia 1), com a producdo de histamina atingindo
53,03mg./100g., o maior valor observado em um intervalo de 24h. No terceiro dia,
esse valor chegou préximo a 100mg/100g., tendo um sensivel decréscimo no
sexto dia de incubagdo. Esses dados permitem dizer que em 24 h, peixes de
origem fluvial ou lacustre, como o curimbata, que apresentam altos teores de
histidina livre no musculo e com uma carga microbiana em torno de 10° UFC/g.
desde que mantidos em temperaturas de abuso, podem ser considerados veiculos
potenciais de intoxicacdo histaminica moderada (IENISTEA, 1973). Além disso,
estariam fora dos padrées da Comunidade Econémica Européia e do
MERCOSUL. A analise da Tabela 9, revela ainda que o binémio 1 5°C/3dias, pode

Ser considerado como o mais critico, uma vez que a quantidade de histamina

52



5. RESULTADOS E DISCUSSAO

produzida atingiu valores acima de 100mg/100g, classificando o peixe como
“altamente toxico” quanto a tolerancia humana (IENESTEA, 1 973)

O sensivel decréscimo de teores de histamina a partir do 6° dia, que foi
observado especialmente na temperatura de 30°C, pode ser atribuido a uma
eventual producgéo de histaminases (TAYLOR, 1990).

5.6. Histamina em filés de curimbata em condicoes naturais,
inoculados com Morganela morganii e correlagao com as

contagens microbianas

Os resultados obtidos nesse estudo encontram-se na Tabela 10. Observa-
S€ que a temperatura de 5°C os niveis de histamina, tanto nos filés inoculados
com M. morgani, bem como naqueles nao inoculados, (controle) estavam abaixo
de 10mg/100g, um nivel considerado seguro.
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TABELA 10. Producéo de histamina em filés de curimbata, em condicdes

naturais, inoculado com Morganella morganii

Condicao de Incubagio Histamina Contagem de bactérias histamina-
Tempo Temperatura (mg/100g) positivas (log UFC/g)*
(dias) (°C) Inoculado Controle Inoculado Controle
5 ng*** i 4,03 1,04
1 15 9,17 3,27 1,89 2,07
30 68,43 16,35 4,04 2,10
5 7,79 9,35 4,16 2,87
3 15 59,66 35,08 7,07 3,09
30 25,80 22,38 5,03 4,07
5 2,17 8,87 3,01 2,06
6 15 119,38 66,30 8,98 4,67
30 74,93 24,76 7,01 4,04

determinacgées).
** Controle = Amostra nao-inoculada
*** Nao detectada.

O valor mais elevado observado nessa temperatura, foi na amostra
inoculada, apés 3 dias de incubagéo, 7,79mg/100g. Também a populacdo de
bactérias produtoras de histamina, tanto nas amostras inoculadas, como nas
controle, foi reduzida, mantendo um valor no nivel de 10° UFC/g (3 logUFC/g) e
10‘°‘UFC/g (2 logUFC/g) respectivamente. Esses dados vém confirmar a eficiéncia
do uso de baixas temperaturas como uma barreira a formacao de histamina em
pescado.

Na temperatura de 15°C, assim como foi observado anteriormente, no
extrato muscular de curimbata, obteve-se a maior producao de histamina, apenas
no sexto dia de armazenamento, quando chegou a ultrapassar o valor de
100mg/100g, suficiente para provocar uma intoxicagdo histaminica (IENISTEA,
1973). A populagdo de bactérias produtoras de histamina aumentou 4 ciclos
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logaritimicos nessa temperatura, atingindo também o valor maximo no sexto dia
de armazenamento 8,98 logUFC/g. Nas amostras controle (Tabela 10), a
Populagdo variou menos, apenas 2 ciclos logaritmicos, atingindo o maximo
também no sexto dia (4,67 logUFC/g).

Na temperatura de 30°C, a microbiota histamina positiva teve um aumento
menor, de 3 ciclos logaritmicos, observado no sexto dia na amostra inoculada e
de 2 ciclos logaritmicos na amostra controle. A producéo de histamina foi menor,
Comparativamente as amostras mantidas a 15°C: no entanto, no 6° dia de
incubagio, alcangou niveis de 74,93 mg/100g, ja passiveis de restricado no
aspecto de saude publica.

Nas amostras-controle inicialmente nao se observou a presenca de
histamina. A microbiota presente variou de 10" UFC/g ou 1 logUFC/g a 10*UFC/g
ou 4 logUFC/g, sendo observado um incremento dessa populagédo com o aumento
do tempo e temperatura de incubagdo. O maximo valor observado foi no sexto dia,
a 15°C, onde se constatou uma populagdo de 4,67 logUFC/g. Observou-se
também, nesse mesmo binémio tempo/temperatura, uma quantidade acima das
especificagbes para a histamina, de 66,30mg/100g, sendo este O maior valor
detectado nas amostras nao-inoculadas e produzido pela microbiota naturaimente
presente na amostra.

Com base nos dados obtidos, considerando-se periodos minimos de
manutencido em condigcées de abuso (temperatura/tempo inadequados) e niveis
de produgéo de histamina acima dos limites da legislagao, pode-se afirmar que os
binémios 15°C / 72 horas e 30°C /24 horas seriam particularmente criticos. O
problema se agrava quando se reconhece que as condigdes de manutencao do
pescado poés captura e durante seu armazenamento, transporte e
comercializagdo, nem sempre sao as corretas no contexto das boas praticas,
possibilitando, assim, que estas situacées venham efetivamente a ocorrer.

Outro aspecto interessante a destacar ¢ que, pela analise da Figura 6 e
das Tabelas 9 e,10 é possivel comparar-se dados da conversao tedrica de

histidina livre em histamina com os observados experimentalmente. Assim,
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restringindo-se ao curimbata, que evidenciou os maiores niveis de histidina livre,
constatou-se conversdo maxima de 54% em extrato muscular (15°C/3dias) e de
60% em filés inoculados (15°C/6dias), valores que podem ser considerados
relativamente elevados.
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6. CONCLUSOES

Os resultados obtidos na presente pesquisa permitem que se alcancem as

seguintes conclusées:

Independentemente do local de criacdo, espécie de peixe e época de
amostragem, os resultados obtidos revelaram a presenca reduzida de
microbiota histamina-positiva na superficie dos peixes de cultivo fluvial ou
lacustre, predominando espécies das familias Vibrionaceae, Pseudomo--
nadaceae e Enterobacteriaceae.

A exemplo do relatado para o pescado de origem marinha (de regides
temperadas ou tropicais) também Morganella morganii foi a bactéria isolada
com um maior potencial de produgio de histamina, tanto em meios de cultura,
COmo em extrato muscular ou filés de peixes de agua doce.

Quanto a capacidade de descarboxilagdo “in vitro” de aminoacidos
precursores de outras aminas biogénicas, a cultura de Morganella morganii
selecionada entre as bactérias isoladas da superficie de peixes mostrou um
potencial maior em relagao as demais espécies estudadas.

A presenca de histamina nao foi positivada no tecido muscular de nenhuma
das amostras de peixes analisadas imediatamente apés a captura, indicando
que o risco de acumulo desta amina provavelmente seria conseqiiéncia de
praticas inadequadas de manuseio e conservacgao pos captura.

A presenga de histidina livre, precursora da histamina, foi detectada em niveis
elevados no tecido muscular de curimbata, seguido da carpa e em niveis
reduzidos na truta e tilapia.

Valores acima de 100mg/100g, podem ser atingidos em tecido muscular de
curimbata e carpa se armazenadas em temperaturas de abuso (1 5°C).
Populacées nos niveis de 7 logUFC/g (ou 107UFC/g) e de 4 logUFC/g (ou
10* UFC/g) em filés de curimbata, em condigdes naturais, inoculados com

bactérias histamina positivas, foram suficientes para produzir histamina em
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niveis considerados toxicos pelos padrées da FDA (>50mg/1 00g), nos
binomios 15°C/3dias e 30°C/1 dia, respectivamente.

Com base em testes de inoculagio de culturas histamina positivas em meio de
cultura e em extrato muscular de peixes, mantidos em diferentes condi¢ées de
temperatura e tempo de incubagéo, constatou-se a auséncia de producgao da
amina a 5°C e a atividade crescente em temperaturas acima de 15°C,
confirmando assim que a refrigeragio é um obstaculo efetivo no controle da
multiplicagdo de bactérias histamina-positivas em peixes cultivados em
pesqueiro.

Testes de inoculacdo de bactérias histamina-positivas em filés de curimbata
mantidos em diferentes condigoes tempo/temperatura, comprovaram que a
refrigeracdo adequada (5°C) por um periodo de até 6 dias, foi eficiente na
prevencao da formac&o de histamina, sendo esta, provavelmente, a melhor e
mais efetiva barreira no controle da potencial intoxicagdo histaminica

veiculada por peixes.
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