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Resumo

As aminas biogénicas (AB) sdo um dos grupos de compostos indesejaveis
encontrados em alimentos, inclusive nos peixes. Ao serem consumidas podem levar a
intoxicagdes, principalmente a histamina, que é a Gnica que possui limites maximos de
concentracdo de acordo com diferentes legislacbes mundiais. Por serem
termoestaveis o controlo deve ser direcionado para evitar sua formagdo. Algumas
espécies vegetais e seus extratos ja foram testados quanto a sua eficiéncia neste
controlo. Neste trabalho o objetivo foi avaliar o efeito da Salicornia ramosissima, planta

haldfita, na formacdo de aminas biogénicas em hamburgueres de peixe.

Apos preparo dos hamburgueres (controlo — sem adi¢cdo de temperos; sal 1% -
para avaliar a contribuicdo do NaCl e salicérnia — quantidade correspondente a 1% de
NacCl), estes foram analisados em dias diferentes (dias 0, 2, 5 e 8) e armazenadas sob
refrigeracdo (4°C). A analise foi feita em HPLC de fase reversa com detetor de
fluorescéncia, apos extracdo acida e derivatizagdo com cloreto de dansilo. As aminas
analisadas foram: histamina (HIS), cadaverina (CAD), putrescina (PUT), 2-
feniletilamina (2-FEN), triptamina (TRIP) e tiramina (TIR). O método utilizado foi

validado e os resultados analisados estatisticamente.

No dia de aquisicdo dos peixes (dia 0), o salméo apresentou 5,0, 1,7 e 1,2
mg/kg de HIS, PUT e CAD, respetivamente e a pescada apresentou 8,3, 0,6 e 0,3
mg/kg de HIS, PUT e CAD, respetivamente. Em ambos os peixes a triptamina foi
detetada, mas ndo quantificada (< 0,487 mg/kg) e a 2-FEN e a TIR n&o foram

detetadas.

Nos hamburgueres de salméo, no dia 2, observou-se um aumento consideravel
de todas as AB (3 AB salméo controlo: 257 mg/kg: CAD (125 mg/kg)> HIS (80 mg/kg)
> TIR (40 mg/kg)> PUT (7,9 mg/kg)> 2-FEN (2,7 mg/kg) > TRIP (1,5 mg/kg). O
tratamento com salicérnia, levou a uma inibicao ligeira, sem significado estatistico, na
formacgao das AB (3 AB 226 mg/kg). Nos dias 5 e 8, continuou a observar-se aumento
consideravel de AB, mantendo o perfil do dia 2, ndo havendo capacidade inibitéria
quer do sal quer da salicérnia sobre a formacdo das mesmas: > AB controlo, sal e
salicérnia do dia 5: 411, 437, 421 mg/kg, respetivamente e YAB controlo, sal e

salicornia do dia 8: 630, 657, 627 mg/kg, respetivamente.
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No entanto na pescada, no dia 2, o0 aumento de AB foi pouco expressivo (3 AB
controlo: 12,6 mg/kg), logo ndo foi possivel observar efeitos significativos pela adicao
do sal (16,2 mg/kg) ou da salicérnia (7,9 mg/kg). No entanto, no dia 5 (> AB controlo =
56,0 mg/kg), foi possivel observar uma reducao significativa (p < 0,05), do teor total de
AB nos hamburgueres com adicdo de salicérnia (3 AB = 42,6 mg/kg), especialmente
pela inibicdo da formacao da cadaverina (38,2 mg/kg nos hamburgueres sem tempero
vs 30,4 mg/kg nos hambudrgueres com 1% sal vs 18,0 mg/kg nos hamburgueres com
salicérnia). Ao dia 8, o Y AB dos hamburgueres controlo aumentou para 117 mg/kg, e
observou-se uma inibicdo significativa do total de AB nos hamburgueres com 1% sall
(>ABsa =92,2 mg/kg). No entanto o YAB dos hamburgueres com salicérnia (42,9
mg/kg) foi semelhante ao observado ao dia 5, sendo significativamente inferior (p <
0,05), aos hamburgueres controlo e adicionados de sal. No dia 8, a cadaverina
(controlo, sal e salicornia: 91,2, 65,2 e 16,3 mg/kg, respetivamente) junta-se também o
efeito inibitério significativo (p<0,05) sobre a putrescina (controlo, sal e salicérnia: 10,7,
6,7 e 5,7 mg/kg, respetivamente) e tiramina (controlo, sal e salicérnia: 4,6, 2,4 e 1,6
mg/kg, respetivamente), apesar de um aumento da histamina (controlo, sal e

salicornia: 10,2, 16,9 e 17,9 mg/kg, respetivamente).

Apéds a analise dos dados concluiu-se que o hamburguer de salmdo, nas
condi¢cBes de conservacgéo utilizadas, revelou teores muito altos de aminas biogénicas
a partir do dia 2, e que o sal de salicornia ndo contrariou de forma significativa a
formacdo das mesmas. Contrariamente aos hamburgueres de pescada, em que se
observou uma forte inibicdo do total de AB nos dias 5 (~ 50%) e 8 (~ 80%), sendo este
efeito superior ao observado pela adicdo de sal (~ 20% no dia 8), e especialmente

observado na cadaverina.

Palavras-chave: Aminas biogénicas; hamburguer de peixe; Salmo salar; Merluccius

merluccius; HPLC; Salicornia ramosissima
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Abstract

Biogenic amines (BA) are one of the groups of undesirable compounds found in
food, including fish. When consumed they can lead to poisoning, especially histamine,
which even has maximum concentration limits according to different world legislations.
Since they are thermostable, the control should be aimed at avoiding their formation.
Some plant species and their extracts have already been tested for their efficiency in
this control. In this work, the objective was to evaluate the effect of Salicornia
ramosissima, a halophytic plant, as a seasoning in the formulation of fish burgers on

the formation of biogenic amines.

After preparation of the burgers (control - no seasoning added; salt 1% - to
assess the contribution of NaCl and samphire - amount corresponding to 1% of NacCl),
they were analyzed on different days (days 0, 2, 5 and 8) and stored under refrigeration
(4°C). The analysis was done in reverse phase HPLC with fluorescence detector, after
acid extraction and derivatization with dansyl chloride. The amines analyzed were:
histamine (HIS), cadaverine (CAD), putrescine (PUT), 2-phenylethylamine (2-FEN),
tryptamine (TRIP) and tyramine (TIR). The method used was validated and the results

were statistically analyzed.

On the day of the fish acquisition (day 0), salmon presented 5.0, 1.7 and 1.2
mg/kg of HIS, PUT and CAD, respectively and hake presented 8.3, 0.6 and 0.3 mg/kg
of HIS, PUT and CAD, respectively. In both fish tryptamine was detected but not
guantified (< 0.487 mg/kg) and 2-FEN and TIR were not detected.

In salmon burgers, on day 2, a considerable increase of all BA was observed
(3> BA control salmon: 257 mg/kg: CAD (125 mg/kg)> HIS (80 mg/kg) > TIR (40 mg/kg)>
PUT (7.9 mg/kg)> 2-FEN (2.7 mg/kg) > TRIP (1.5 mg/kg). The salicornia treatment, led
to a mild inhibition, without statistical significance, in BA formation (3 BA 226 mg/kg).
On days 5 and 8, a considerable increase in BA continued to be observed, maintaining
the profile of day 2, with no inhibitory ability of either salt or salicornia on their
formation: Y BA control, salt and salicornia on day 5: 411, 437, 421 mg/kg, respectively
and Y BA control, salt and salicornia on day 8: 630, 657, 627 mg/kg, respectively.

However in hake, on day 2, the increase in AB was negligible (3BA control:
12.6 mg/kg), so no significant effects could be observed by the addition of salt (16.2
mg/kg) or salicornia (7.9 mg/kg). However, on day 5 (3 BA control = 56.0 mg/kg), a

Vv
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significant reduction (p < 0.05), of the total BA content could be observed in the
burgers with added salicornia ()BA = 42.6 mg/kg), especially by inhibition of
cadaverine formation (38.2 mg/kg in the burgers without seasoning vs 30.4 mg/kg in
the burgers with 1% salt vs 18.0 mg/kg in the burgers with salicornia). By day 8, the
> BA of the control burgers increased to 117 mg/kg, and a significant inhibition of total
BA was observed in the 1% salt burgers (3> ABSal =92.2 mg/kg). However the } BA of
the burgers with salicornia (42.9 mg/kg) was similar to that observed on day 5, and was
significantly lower (p < 0.05), than the control and salt added burgers. On day 8, the
cadaverine (control, salt and salicornia: 91.2, 65.2 and 16.3 mg/kg, respectively) was
joined by a significant inhibitory Effect (p<0.05) on putrescine (control, salt and
salicornia: 10.7, 6.7 and 5.7 mg/kg, respectively) and tyramine (control, salt and
salicornia: 4.6, 2.4 and 1.6 mg/kg, respectively), despite an increase in histamine
(control, salt and salicornia: 10.2, 16.9 and 17.9 mg/kg, respectively).

After analysis of the data it was concluded that salmon hamburger, under the
preservation conditions used, showed very high levels of biogenic amines from day 2,
and that salicornia salt was not able to prevent significantly its formation. Contrary to
hake burgers, in which a strong inhibition of total BA was observed on days 5 (~ 50%)
and 8 (~ 80%), this effect being greater than that observed by the addition of salt (~

20% on day 8), and especially observed in cadaverine.

Keywords: Biogenic amines, fishburger, Salmo salar, Merluccius merluccius, HPLC,

Salicornia ramosissima
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(cadaverina e putrescina), aminas aromaticas (tiramina e 2-feniletilamina) e aminas
heterociclicas (histamina e triptamina) nos trés tratamentos analisados em amostras
de salmdo em mg/kg. * indica diferenca estatisticamente significativa (p<0,05). As
amostras codificadas do salméo s&o: CS (controlo sem aditivos), CSS (controlo com
sal) e SS (amostra com salicornia), sendo os numeros 2, 5 e 8 correspondente ao dia
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Figura 15 - Gréficos representativos do somatério de cada grupo de aminas biogénicas
classificadas de acordo com sua estrutura quimica: aminas alifaticas (cadaverina e
putrescina), aminas aromaticas (tiramina e 2-feniletilamina) e aminas heterociclicas
(histamina e triptamina) nos trés tratamentos analisados em amostras de pescada em
mg/kg. * indica diferenca estatisticamente significativa (p<0,05). As amostras
codificadas de pescada sao: CP (controlo sem aditivos), CPS (controlo com sal) e PS
(amostra com salicornia), com os nameros representando os dias de armazenamento
(0 1 T2 T < ) 76
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Introducéao

1. Aminas biogénicas

As aminas biogénicas (AB) sdo compostos nitrogenados, de baixo peso
molecular e nao-volateis, que podem estar presentes em diferentes alimentos como
peixes e seus derivados, queijos, carnes e seus derivados, vinho, vegetais, castanhas,
chocolate, entre outros [1]. S&o formadas a partir da descarboxilagdo de certos
aminoécidos livres ou da aminagdo de compostos contendo carbonil, como cetonas e
aldeidos [2—4].

As principais aminas biogénicas encontradas nos alimentos e estudadas sao:
histamina, cadaverina, putrescina, espermina, espermidina tiramina, agmatina,
feniletilamina e triptamina. Cada uma delas € originada a partir de um aminoéacido
especifico, exceto a espermina e espermidina que sao formadas a partir da putrescina
através de enzimas especificas [5]. Na Tabela 1, é possivel observar cada uma das

aminas e seu aminodacido precursor ao lado.

Aminas biogénicas Aminoacidos

Agmatina Arginina

Cadaverina Lisina

Feniletilamina Fenilalanina

Histamina Histidina
Putrescina Ornitina
Tiramina Tirosina
Triptamina Triptofano

Tabela 1. Aminas biogénicas e aminoacidos precursores.

Sua formacdo é proporcionada, principalmente, pela presenca de bactérias

descarboxilase positivas, ou seja, microrganismos que possuem a capacidade de
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produzir a enzima que € necessaria para transformar os aminoacidos livres em aminas
biogénicas, além de uma exposi¢do a temperaturas inadequadas [3], acima de 4° C [6]
e a presenca de aminodcidos livres precursores das aminas. Na Figura 1 € possivel
visualizar o processo de formacdo das aminas biogénicas a partir dos seus
aminoacidos precursores e, no caso da putrescina, uma das vias alternativas de

formacéo.

a co,
N =N
(’j/\l)LOH _L. HM
HHN | HH; \'F’A\“‘-/."NHz
Histidina Histamina
CO,
(n]
HO
- - \©\/\
HO MNH MHy
irosi Tiramina
Tirosina ety

2

e /. Q.

2-feniletilamina

Fenilalanina
H GOy H
M M
# _L
MH
E.
OH NH
" Triptamina
Triptofano c0, P

i _LA
HL‘NW“I’JLDH HQNWNHQ
HH,

. Cadaverina
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a
r\-./“\_,‘J'L- - M =™ MHg
HaM [ o 2
W Putrescina

H oy, AL -
H

Ornitina CO, + 2 NH;
coy
- a 2 HyO "
W .
H MH,

2

Arginina Agmatina

Figura 1 - Formagado das aminas biogénicas.

Adaptado de: Tabanelli, et al [7]

Logo, para formacdo das ABs é preciso existir amino&cidos livres na musculatura,

mais bactérias produtoras de descarboxilase e temperaturas inadequadas. No entanto,

2
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outros fatores (pH, atividade de agua, oxigénio disponivel, presenca de outros
microrganismos, entre outros) influenciam tanto a atividade enzimatica quanto a
composicdo da microbiota, 0 que causa variagdo na concentracdo de aminas
biogénicas em diferentes espécimes, mesmo que sejam da mesma espécie e até do

mesmo lote [3].

Existem diferentes tipos de bactérias que possuem a enzima descarboxilase,
podendo ser Gram + ou Gram -. Sdo elas bactérias dos géneros Morganella
(Morganella morganii e Morganella psychrotolerans), Aeromonas (Aeromonas
hydrophila), Enterobacter ( Enterobacter aerogenes e Enterobacter cloacae), Hafnia
(Hafnia alvei), Klebsiella (Klebsiella pneumoniae), Proteus (Proteus vulgaris e Proteus
mirabilie),  Photobacterium  (Photobacterium damselae e  Photobacterium
phosphoreum), Pseudomonas (Pseudomonas fluorescens, Pseudomonas putida e
Pseudomonas cepaceae) [3,8], Lactobacillus spp, Enterococcus spp, Vibrio spp e
Raoutella (Raoutella planticola), entre outros [2,3,6,9—11]. Muitos desses
microrganismos fazem parte da microbiota normal destes peixes, sendo encontrados
na pele, branquias e trato gastro-intestinal, mas podem chegar até a musculatura
através da evisceracdo, filetagem e outros manuseios, produzindo enzimas e tendo
contato com os aminoacidos livres, que séo precursores das ABs, 0 que pode levar a

formacéo destes compostos [3,12].

1.1 Classificacdo das ABs

Podem ser classificadas pela sua estrutura quimica em aminas aromaticas
(tiramina e feniletilamina), alifaticas (cadaverina, putrescina, espermina e espermidina)
e heterociclicas (histamina e triptamina) [3,5]. Também podem ser classificados pela
guantidade de aminas: monoaminas (tiramina e feniletilamina), diaminas (cadaverina e
putrescina) e poliaminas (agmatina, espermina e espermidina) [3,13,14]. As
monoaminas sao produzidas, a partir dos seus respectivos aminoacidos precursores,
diretamente em uma etapa de descarboxilagdo. As diaminas podem ter variagcdes na
sua formacao: a cadaverina é produzida diretamente através da descarboxilacdo da
lisina, ja a putrescina pode ser formada pela descarboxilagdo direta da ornitina ou

indiretamente, apés hidrélise do aminoacido arginina [13]. A agmatina é gerada apods a

3
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descarboxilacdo da arginina e pode ser precursora da putrescina, através de
diferentes vias [14]. Na Tabela 2 é possivel visualizar as principais aminas biogénicas,

sua estrutura quimica e sua classificacdo em relacdo a esta estruturacao.

AMINAS ALIFATICAS

Putrescina Cadaverina
H,N _~_ N o
NH, H;N NH;
Espermina

Espermidina
H HzN/\/\\/N\’/\\/NH?

Agmatina
NH>

AMINAS AROMATICAS

Tiramina Feniletilamina

HO

AMINAS HETEROCICLICAS

Histamina Triptamina

N NH;
T J
HN NH> H

Tabela 2. Estrutura quimica das aminas biogénicas e sua classificacdo

Fonte: Adaptado de Schumacher, R. L. et al [15]
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1.2 Fatores para formacéo de ABs

Varios fatores podem auxiliar a formagédo das aminas biogénicas, sendo eles
intrinsecos (inerentes a matriz alimentar) ou extrinsecos. Dentre os fatores da matriz
estdo a composi¢do da musculatura do peixe, ou seja, os tipos de aminoacidos e suas
quantidades, além da taxa de humidade e atividade de &gua, caracteristicas do tecido
conjuntivo e pH. Sao fatores que néo se pode influenciar, sédo caracteristicas proprias
deste tipo de alimento. Dentre os fatores extrinsecos esta a temperatura, humidade

relativa, condicdes de manipulacédo e de armazenamento, entre outros.

A concentracdo de aminas biogénicas encontradas depende da espécie de
peixe e, por conseguinte, da sua composi¢cado no que se refere aos aminoacidos e da
quantidade de bactérias descarboxilase positiva que chegaram na musculatura além

das temperaturas a que o alimento foi submetido [12].

Algumas aminas ja estdo presentes no peixe mesmo antes da pesca/abate,
pois fazem parte da fisiologia do animal. Outras s6 comecam a serem formadas no
post-mortem. A histamina, por exemplo, ndo esta presente no peixe vivo e nem logo
ap6és a pesca. Esse composto s6 comeca a ser produzido pelas bactérias
descarboxilase positiva se os fatores ambientais permitirem (temperatura, atividade de

agua, pH, etc.) e se houver histidina livre [16].

1.3 Funcéo fisiologica

As aminas também possuem funcao fisiol6gica nos peixes e em outros animais,
incluindo o ser humano. No entanto, a sua presenca, em concentracdes elevadas,
pode trazer maleficios para a saude, humana ou animal [14,17]. A histamina € um
neurotransmissor e se encontra envolvida no sistema imunolégico. Pode ser produzida
em diferentes tipos de células e é armazenada em basofilos. A espermina, putrescina,
espermidina e cadaverina tém capacidade de se associar com componentes &cidos
como DNA, RNA e proteinas e influenciar a expressao de certos genes, como aqueles
envolvidos no sistema imune, além de possuirem propriedades antioxidantes e anti-

inflamatoérias e de estimularem o olfato. [2]
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A prépria histidina, aminoacido precursor da histamina, possui funcédo importante
na musculatura dos peixes. Tem a funcéo de agir como substancia tampéao, de modo a
controlar o pH no tecido, principalmente em momentos de maior esfor¢o, quando ha a

producao de grandes quantidades de 4cido lactico [16].

A espermina tem a funcdo de proteger o DNA do estresse oxidativo [2] e,
juntamente com a agmatina, espermidina e putrescina podem agir nas células de
diferentes modos, desde atuacdes em certos processos celulares (crescimento,
diferenciagdo e divisdo), além de sinalizagdo intracelular e regulacdo de algumas
enzimas especificas [14]. A espermidina e putrescina, que sdo consideradas aminas
fisioldégicas, possuem diferentes fungbes como regulagdo de &cidos nucleicos,

estabilizacdo de membranas plasméticas e auxilio na sintese de proteinas [18].

A agmatina, assim como a histamina possui funcao de neurotransmissor, porém,
além desta, também possui diferentes atribuicdes. Em mamiferos, sabe-se que essa
amina influencia o comportamento de alimentacdo, mas é preciso mais estudos para
saber se essa mesma influéncia ocorre nos peixes [19]. Pode atuar aumentando a
liberagdo de catecolaminas (estimula adrenalina e noradrenalina), pode influenciar

secrecdo de insulina [14,19] e outros compostos, entre outras fungdes.

1.4 Problema de Saude Publica

O organismo humano possui um sistema de detoxificagdo, concentrado
principalmente no trato gastrointestinal, sendo composto por certas enzimas que tem a
fungcdo de agir sobre essas aminas, diminuindo sua toxicidade. No entanto, certos
fatores podem influenciar negativamente este sistema, como o consumo de &lcool,
uma deficiéncia enzimatica [3], além do uso de certos medicamentos como a
isoniazida (tratamento de tuberculose) [12], que podem comprometer a detoxificagéo e
permitir a agdo das aminas biogénicas no organismo. Também existem medicamentos
que tém a capacidade de inibir enzimas envolvidas no sistema de detoxificacdo como
a diamino oxidase (DAO) e monoamina oxidase (MAO), responséaveis pela degradacéo
das aminas biogénicas [6]. A histamina possui uma enzima especifica responsavel
pela sua metabolizag&o: histamina-N-metiltransferase (HMT), que juntamente da DAO,

produzem metabdlitos que sdo excretados na urina [12].
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Mesmo que esses fatores ndo estejam presentes o fato da concentracdo de
ABs estar acima do recomendado, isto €, estar em concentra¢des consideradas altas,
ja pode ser o suficiente para causar intoxicagdo e provocar sintomas, pois o sistema
de detoxificagdo acaba por ndo conseguir suprir a necessidade do organismo [4]. Isto
quer dizer que, mesmo em individuos saudaveis, uma concentracdo elevada de
aminas biogénicas pode levar ao desenvolvimento de uma intoxicacdo e causar

sintomas, cuja gravidade pode variar.

As aminas podem levar ao aparecimento de sintomas distintos quando causam
guadros de intoxicacdo onde é possivel perceber uma sintomatologia clara [3]. A
histamina é considerada a AB mais tdxica e é aquela que esta mais associada com
surtos envolvendo esses compostos. E um neurotransmissor [20], além de ter uma
fungéo vasodilatadora, podendo ter origem endogena. Quando € de origem exdgena
pode causar um quadro de intoxicagdo. A intoxicagdo por histamina, € também
chamada de histaminose, intoxicacdo escombrdide, escombrotoxicose e, em inglés,
Scombroid Poisoning ou Scombroid Fish Poisoning. Na Europa e EUA, cerca de 40%
dos casos de intoxicacdo alimentar estdo associados com a histamina [3]. Sua
sintomatologia € variada e sua gravidade depende da quantidade de histamina
consumida; sensibilidade individual [21]; concentracdo de outras aminas como
putrescina e cadaverina, que podem intensificar a toxicidade da histamina; entre
outros fatores. Os sintomas geralmente surgem logo ap6s o consumo, em cerca de
poucos minutos, podendo chegar a trés horas [22]. A recuperacgdo tende a ser rapida,
em cerca de 24 horas [13] e raramente provoca casos fatais. Ainda assim, individuos
mais sensiveis podem desenvolver quadros mais graves, que quando ndo sao
tratados, podem levar a consequéncias consideraveis, logo o controlo desta

substancia em alimentos é de suma importancia.

1.4.1 Sintomas

As aminas biogénicas podem causar diferentes sintomas quando provocam um
quadro de intoxicagdo. A gravidade desses sintomas também depende do tipo de
amina, da sua concentracdo e de caracteristicas de cada individuo. No decorrer do

processo de deterioracao dos peixes, varias aminas biogénicas podem ser formadas,
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como histamina, putrescina, cadaverina, agmatina, entre outras. Cada uma delas pode
trazer prejuizos a saude humana [23] com maior ou menor gravidade dependendo do
tipo de amina, concentracdo, interacdo entre aminas presentes e sensibilidade

individual.

O consumo de baixas concentracdo de aminas biogénicas pode ndo causar
qualquer maleficio para um individuo saudavel. Porém, em uma pessoa que faca parte
do grupo de risco, isto é, aqueles que possuem alguma deficiéncia de enzimas do
sistema de detoxificagdo (DAO e MAO, por exemplo) seja por fatores genéticos ou uso
de certos medicamentos, seja pelo consumo de alcool, ou por outros motivos, o
consumo de peixes com baixas doses de ABs ja pode ser o suficiente para causar um

quadro de intoxicagao [24].

14.1.1 Histamina

A histamina é a amina que apresenta maior preocupac¢do e um dos motivos é
sua capacidade de provocar um quadro de intoxicacdo grave e com sintomatologia
variada. Os possiveis sintomas da histaminose s&o: cefaleia; hipotensdo; arritmia
cardiaca; asma; edema facial;, broncoespasmo; émese; diarreia; dispneia; disfagia [3];
sensacdo de queimacdo na cavidade oral; tonturas; dor no estbmago [22,25]; etc.
Também pode causar quadros graves de anafilaxia, sinais neurolégicos e até provocar
Obito [13]. Esses sintomas ocorrem devido as diferentes acdes que a histamina pode
ter, por exemplo, sua capacidade de levar a dilatacdo de vasos sanguineos periféricos
pode provocar sintomas como hipotensao, rubor da face e cefaleia; como pode levar a
um aumento da permeabilidade dos capilares sanguineos, pode gerar edema na face
e pescoco; possui efeito estimulatério na musculatura cardiaca, que pode provocar
alteracdes no ritmo cardiaco como palpitages e taquicardia; tem efeito estimulatério
em neurbnios sensoriais 0 que pode causar dores e sensacdo de queimagdo na
cavidade oral e/ou na face [26] e pode levar a contracdo dos musculos do epitélio

intestinal, o que pode levar a dores abdominais, nausea, émese e diarreia [6].

Os sintomas também podem ser classificados de acordo com o(s) tecido(s)

mais acometido(s) [20]. Podendo estar um ou mais dos sintomas presentes

8
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acometendo diferentes regibes do organismo. Na Tabela 3 € possivel visualizar os

sintomas da intoxicac&o por histamina de acordo com a regido em que se apresentam.

Sintomas de Intoxicag&o por Histamina

Cutaneos

Prurido, erupcao cutanea, edema de face e pescoco, rubor facial

Hemodinamicos

Palpitacdes, taquicardia, hipotensao

Gastrointestinais

Nausea, émese, dores abdominais, diarreia

Neurolégicos

Cefaleia, formigamento, dor, sensacao de queimacéo na cavidade oral

Respiratorios

Broncoespasmo, dispneia, asma

Tabela 3. Classificag@o dos sintomas possiveis em Intoxicacéo por Histamina

Fonte: Adaptado de Hariri, Bouchriti e Bengueddour [20].

O tratamento tende a ser semelhante aquele utilizado para alergias
alimentares, com o0 uso de anti-histaminicos, principalmente os antagonistas do
receptor H1 [6] como a difenidramina e antagonistas do receptor H2, como a

cimetidina [12] .

Estudos indicam que baixas concentra¢des desta amina podem ou ndo causar
guadros de intoxicagdo, com sintomatologia podendo ser aparente dependendo de

caracteristicas individuais como sensibilidade maior a histamina; consumo de bebidas
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alcdolicas; deficiéncia das enzimas DAO e MAO, seja por predisposicdo genética,
utilizacdo de medicamentos inibidores dessas enzimas do sistema de detoxificagdo ou
alguma patologia especifica onde haja comprometimento do trato gastro-intestinal. J&
a presenca de altas concentragbes pode gerar quadros de intoxicacdo em qualquer

individuo, saudavel ou nao [26].

A intoxicacdo é também chamada de intoxicacdo escombréide por causa da
sua relagédo com certas familias de peixe, cujas espécies possuem muita histidina livre
na musculatura, que € o precursor da histamina. Essas familias sdo Scombridae e
Scomberesocidae e, além destas, outras familias também estdo envolvidas em varios
casos de intoxicagdo. Diferentes géneros e espécies ja foram descritas como causa de

casos de intoxicagdo como: Thunnus spp. (atum), Sardinella spp. (sardinha), etc.

A histamina é considerada a amina biogénica com maior periculosidade. Seu
risco se deve ao fato de ser ndo-volatil, ser termoestavel e ndo alterar caracteristicas
sensoriais dos alimentos, isto €, mesmo se encontrando em altas concentracfes e
com capacidade de causar quadros de intoxicacdo, ndo gera sinais que determinam
uma nao aceitacdo da matriz alimentar por parte do consumidor, devido a alteracdes
na cor, textura ou aroma [5,22,27,28]. Essa capacidade de ndo ser detetada por
alteracBes sensoriais presentes no alimento também ocorre com as outras aminas

biogénicas, o que pode levar a um risco elevado para o consumidor [29].

Pela sua capacidade de causar uma desordem muitas vezes confundida com
quadros de alergia alimentar, a histamina é descrita como possuindo um potencial
alergénico [6]. No entanto, ndo pode ser chamada de alérgeno, apenas a sua
sintomatologia que pode ser confundida com casos alérgicos. Também pode ser
confundida com infeccdo por Salmonella spp., devido a possibilidade de

desenvolvimento de sintomas do trato gastro-intestinal [10,14,30].

1.4.1.2 Tiramina

A tiramina geralmente ndo € encontrada em peixes frescos ou se encontra em
concentragdes muito baixas. Sua concentracdo s6 aumenta em peixes fermentados e

em peixes com maior indice de deterioracdo. Tem a capacidade de potencializar a
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histamina [12]. Pode causar o aparecimento de desordens respiratorias; émese;
nausea e aumento da frequéncia cardiaca [3] e esta mais associada com o consumo
de queijos [31]. Em altas concentragBes também pode causar enxaquecas e crises

hipertensivas [24].

1.4.1.3 Putrescina e cadaverina

A putrescina e cadaverina ndo séo consideradas toxicas, mas podem
potencializar a toxicidade da histamina [11,16,26] e demais aminas, uma vez que
guando presentes no trato gastro-intestinal interferem no sistema de detoxificagéo,
podendo inibir enzimas responséaveis pela degradacdo destes compostos, como DAO,
0 que favorece a absor¢cdo das demais aminas. [3,4,12,32]. Essas aminas também
podem reagir com nitrito e formar nitrosaminas, substancias que tem potencial
carcinogénico. [4,29,33]. J4 existem estudos que associam essas aminas com casos

de cancro gastrico, devido a sua capacidade de formar compostos carcinogénicos [13].

1.4.1.4 Agmatina

A agmatina também pode potencializar a toxicidade da histamina, pois assim

como a cadaverina e putrescina, interfere no sistema de detoxificagdo [14].

1.4.1.5 Triptamina

A triptamina pode causar sintomatologia em algumas pessoas, que podem

apresentar quadros de hipertenséo [32].
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1.4.1.6 2-feniletilamina

Assim como a tiramina, pode levar a um aumento na pressao sanguinea, além
de ter acéo inibitéria em DAO e HMT. Logo prejudica o funcionamento do sistema de
detoxificacdo, assim como a cadaverina e putrescina, o que pode levar ao aumento da
toxicidade da histamina, mesmo quando esta se encontra em menores concentracdes

[34]. A feniletilamina também pode induzir o desenvolvimento de enxaquecas [3].

1.5 Indicador de deterioragao do pescado

s

O acumulo dessas aminas € usado como um parametro de qualidade nos
alimentos, incluindo os peixes e derivados [3,16,33,35]. Em peixes frescos a
concentracdo de ABs é muito baixa ou inexistente, dependendo do tipo de amina,
mas, a medida que a deteriora¢do da matriz alimentar ocorre, seja por autélise e/ou
por atividade bacteriana, esses niveis tendem a aumentar [24,36]. Logo € possivel
correlacionar a qualidade do peixe, que considera as boas praticas relacionadas a
pesca, manuseio, transporte e armazenamento no que concerne, principalmente, as
condi¢cbes higiénicas com a presenca e, especialmente, a concentracdo de aminas
biogénicas [18,32]. Um dos métodos utilizados que aparecem em varios estudos é o
desenvolvimento do indice de Qualidade (IQ) que é determinada a partir da
concentracdo de certas aminas (histamina, cadaverina putrescina, espermina e

espermidina) no peixe [37].

A qualidade do peixe comeca a decair logo apés a captura, jA que no post-
mortem alteracfes na carcaca ja ocorrem, devido a acao de microrganismos e da acao
de enzimas enddgenas [38]. Dentre elas, pode haver a formacdo de aminas
biogénicas devido a acdo de bactérias descarboxilase positiva que podem estar
presentes [39]. Logo a determinacdo da concentracdo de aminas biogénicas nos
peixes € de extrema importancia e tem funcdo relevante no que diz respeito a Saude
Publica [28].
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1.6 Prevencao da formacao de ABs

As aminas biogénicas tendem a ser termoestaveis, isto €, uma vez formadas
torna-se muito complexo a sua eliminagdo. Por isso, o ideal é prevenir a sua formacao
com acgbes envolvendo os fatores extrinsecos, pois estes podem ser controlados.
Deve-se respeitar as temperaturas adequadas tanto no transporte quanto no momento
da manipulagdo e armazenamento; realizar o descongelamento de modo adequado,
evitando a exposicao do peixe a temperaturas e outras condigfes que sejam propicias
ao desenvolvimento de bactérias; boas praticas de manipulagéo, para que nédo haja
introdugdo  de  outros microrganismos a  microbiota  existente [9];
congelamento/resfriamento rapido logo apdés a pesca, de modo a nao fornecer
condicbes para proliferacdo bacteriana e a possibilidade de formacdo de aminas
biogénicas, utilizando gelo com &gua potavel, para que nado haja introducdo de novos

microrganismos [16]; entre outros.

E importante salientar que as Boas Préticas de Fabricacio devem ser mantidas
sempre, evitando-se sempre a recontaminagdo ou aumento da microbiota existente no
alimento. Pois mesmo que um alimento seja exposto a tratamento térmico como
apertizacao/esterilizagdo comercial, se houver recontaminagdo com bactérias
descarboxilase positiva e, se existir condicbes ambientais adequadas, podera existir

producdo de aminas biogénicas [22].

1.6.1 Métodos de conservacao de alimentos

Mesmo que os microrganismos tenham sido destruidos ou estejam inativados, a
enzima descarboxilase pode estar presente e agindo. Isso significa que mesmo que o
peixe sofra tratamento térmico como coccdo e até apertizacdo (esterilizacdo
comercial) as aminas biogénicas permanecerdo no alimento, ou seja, sao
termoestaveis. Isso significa um maior risco para o consumidor, ja que uma vez
formadas esses compostos ndo sdo destruidos. E preciso evitar a sua formacdo e nédo

tentar diminui-los quando ja estao presentes [3,36].
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A cadeia de frio com refrigeracdo e congelamento sdo muito importantes para
conservar o peixe e diminuir a formagdo de ABs. Esses compostos, geralmente,
possuem uma maior taxa de formagdo entre cerca de 20° e 37°C, pois nestas
temperaturas ocorre aceleragdo do metabolismo enzimatico microbiano, por isso a
importancia de serem mantidas as temperaturas mais frias. O frio ndo destréi os
microrganismos nem as enzimas, mas diminui a velocidade da atividade enzimatica,

seja ela de origem bacteriana ou endogena [3]

O uso de alta pressdo também pode ser empregado, pois conseguem diminuir a
populacdo bacteriana e, por conseguinte, a producdo de ABs. No entanto, esse
método deve ser realizado com matéria-prima de qualidade, onde ndo exista altas
concentracdo das aminas, pois depois de formados ndo serdo destruidas por esse
método de conservacdo [3]. A histamina, por exemplo, em conservas de peixe, é
parcialmente destruida apenas em certas situagfes: a 102°C ap0s trés horas ou a
116°C apls noventa minutos, que sao condi¢gdes muito superiores aquelas usadas na

esterilizacdo comercial [6].

A secagem no sol leva a um aumento da temperatura, que é um dos fatores que
favorece a formagéo das aminas, mas a concentragéo tende a diminuir depois de certo
periodo, pois existem bactérias presentes, que sobrevivem as condigbes ambientais e

que tém capacidade de decompor as aminas, como: Bacillus spp. e Staphylococcus

spp. [2]

Certos trabalhos demonstram que o uso de certos tipos de embalagens, como
embalagens a vacuo podem ter algum efeito no acumulo destes compostos. Esse
efeito esta relacionado a temperatura de armazenamento e pode ter efeito positivo ou

negativo na concentracdo das aminas [2].

Existem plantas (como tomilho, orégéos, alecrim, canela, entre outros) utilizadas
como condimentos que possuem compostos que exercem agao inibitoria, diminuindo a
populacdo bacteriana; também podem agir como antioxidantes e na retencdo da
humidade, entre outros [37]. No entanto, outros vegetais também tém potencial para
as mesmas acdes ou outras atividades que podem auxiliar seja na conservacao, seja
ao impedir desenvolvimento de compostos nocivos para a saude, ou seja para
proporcionar a producdo de substancias benéficas [3]. Sendo preciso mais estudos

sobre estas possibilidades.
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Em relacdo as aminas biogénicas, existem trabalhos que provam a acao inibitéria
que certos condimentos possuem, como no artigo de Ozogul, Kuley e Kenar [40], onde
os autores identificaram a agdo de extratos de alecrim e de salvia na diminuicdo da
concentracdo de certas aminas (histamina, cadaverina e putrescina) em filetes de

sardinha (Sardina pilchardus).

Outra forma de conservacéao tradicional utilizada é a salga, uma vez que o cloreto
de sadio utilizado no processo, tem acao inibitéria e até deletéria para certas bactérias.
Além disso, durante esse processamento ocorre perda de agua, essa diminuigdo na
humidade também auxilia nesta inibicdo. Porém os melhores resultados ocorrem
guando mais de um método de conservagéo € usado, deste modo as desvantagens de

um método podem ser compensadas pelas vantagens do outro [3].

No geral, as aminas biogénicas sdo consideradas termoestaveis e ndo sao
destruidas pela maior parte dos métodos de conservagdo como tratamento térmico

com calor (coccao, apertizagdo), salga, congelamento, fumagem, entre outros [2].

1.7 Casos de intoxicacéo

Existe histérico de casos de intoxica¢do por histamina em varios paises. Em 2017,
ocorreu um surto de intoxicagédo por histamina na Espanha, onde mais de 150 pessoas
desenvolveram sintomas apos o consumo de atum contaminado e na lItalia também

existiram casos de intoxicagado pelo consumo de atum [11].

O maior nimero de casos registados envolve paises como EUA, Japdo e Reino
Unido [41], sendo que, em certos paises, a intoxicagdo por histamina representa a
maior causa de enfermidades relacionadas com alimentos [12]. Porém isso ndo quer
dizer que outros locais ndo tenham casos de intoxicacdo. O que acontece é uma
subnotificacdo, seja porque a intoxicacdo é confundida com um quadro de alergia
alimentar, por conta da semelhanca dos sintomas [6,42], e/ou porque a sintomatologia
do caso foi leve e o paciente acometido ndo procurou auxilio médico [30]. Na Asia
também existem muitos casos de intoxicacao relatados, principalmente nos paises

onde existe um maior consumo de peixes e derivados [6].
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1.8 RASFF

O RASFF (Rapid Alert System for Food and Feed) € uma ferramenta utilizada
para o compartilhamento de dados oriundas de autoridades dos paises europeus,
sejam eles pertencentes ou ndo a UE, referentes a seguranca dos alimentos. Nela é
possivel pesquisar 0s casos relacionadas a histamina em peixes, em diferentes anos e
com os resultados destas investigacdes. Para este trabalho foi realizada uma pesquisa
no sistema, do dia 15/11/2005, data em que entrou em vigor o Regulamento (CE) n°
2073/2005 [43] , que determina os limites permitidos para histamina em peixes e seus
produtos, além das familias que requerem uma maior atencdo, até a data de
20/09/2022. Foram encontrados cerca de 60 resultados relacionados com esta amina
biogénica, sendo categorizados como seérios na decisdo de risco do sistema, na
maioria das vezes. Destes casos, 0s peixes que mais apareceram foram atum,
correspondendo a cerca de metade dos casos. Dentro dessas notificacdes também
existem investigacdes de suspeitas de doenca causada pelo alimento, incluindo a
intoxicagdo por histamina, onde séo relatados a quantidade de pessoas afetadas, 0s
sintomas apresentados e se foram realizadas analises no alimento. Dos cerca de 60
casos, poucos estavam relacionados a esta situacdo e apenas em trés casos houve
apresentacdo de maiores informagdes, sendo que em um deles a histaminose dos
pacientes foi confirmada no hospital e nos outros dois foi realizada andlise para
guantificacdo de histamina onde os resultados ultrapassaram os 1000 mg/kg [44],

muito acima do permitido pela legislacdo e ja sendo capaz de produzir intoxicacoes.

1.9 Métodos de andlise para aminas biogénicas

A concentracdo de histamina é utilizada para determinar o nivel de deterioracéo
que o peixe se encontra. Também pode ser usado como parametro do controle de
qualidade, de modo a monitorar as praticas empregadas no manuseio, transporte e

armazenamento do alimento [45].
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Muitas das ABs, como a histamina, ndo levam a alteracdes no alimento seja no
aroma, cor ou textura, mesmo em concentragcdes consideradas muito altas, podendo
estar presente em quantidades maléficas ao ser humano mesmo quando o alimento
ainda se encontra em condi¢des aceitaveis pelo consumidor. Por isso ndo € possivel
determinar se a quantidade desses compostos esta dentro dos limites apenas com

analise sensorial, sdo necessarias técnicas, ensaios mais especificos [30].

As ABs sdo pouco volateis e possuem poucos croméforos (parte da molécula
responsavel por fornecer cor no espectro visivel), logo é preciso existir uma etapa de
derivatiza¢do na técnica para determinag@o da concentragcdo destes compostos [32]. A

detecdo pode ser realizada por fluorescéncia ou por raios ultravioleta (UV) [35].

Sao necessarios métodos diferentes para analise de ABs em peixes pois é uma
matriz alimentar mais complexa do que outros tipos de alimentos como vegetais, por
exemplo. Além disso, podem existir varios tipos de aminas, com estruturas muito
distintas entre si, de modo que a metodologia deve ser capaz de quantifica-las.
Existem testes imunoenzimaticos no mercado para determinacdo de histamina em
alimentos como peixe fresco, mas estes podem ser usados apenas como método de
triagem [45]. Para determinar a real concentragdo da amina € necessario utilizar uma
técnica analitica com maior especificidade como a Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia (HPLC - High Performance Liquid Chromatography/), que é considerada o
golden standard para determinagdo de aminas biogénicas, sendo descrita como o
método de analise oficial, de acordo com o Regulamento (CE) N° 2073/2005 [43]. Este
método €& considerado o melhor para determinagdo da concentragdo destes

compostos devido a sua fiabilidade além de sensibilidade [21].

19.1 HPLC

HPLC é um tipo de andlise que pertence ao grupo das cromatografias. Os
métodos cromatogréficos sdo utilizados para separar compostos que estejam
presentes em uma mistura, onde outros métodos nao sejam tao eficientes. Esse tipo
de método possui uma fase mével que passa por uma fase estacionaria, fixa. No caso
da cromatografia liquida a fase mével é composta por liquido(s). Esta fase mével

arrasta os compostos que serdo separados ao longo da fase estacionaria e cada um
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deles possui caracteristicas distintas que interferem na sua afinidade com esta fase.
Como os compostos possuem uma afinidade distinta com essa fase fixa, acabam
saindo em momentos diferentes, se apresentando em zonas distintas na corrida

cromatogréfica [46].

7

O HPLC ¢é um tipo de cromatografia liquida, cuja Unica diferenca da
cromatografia tradicional consiste no uso de altas pressfes [46,47]. O equipamento
consiste em reservatoério para a fase maével, bomba, que é a responsavel por garantir
as altas press0es; injetor; coluna cromatografica; forno de coluna, para manter a
coluna a uma temperatura constante; detetor e um sistema de computacdo com
software para recolha e andlise dos dados. Também pode ser utilizada uma pré-
coluna, que tem a funcdo de filtrar sujidades e outras particulas que ndo sdo do
interesse da analise, de modo que ndo cheguem a coluna. Seu uso é recomendado

para preservar a coluna e permitir que sua vida util seja maior [47].

Neste trabalho foi realizada analise por HPLC em fase reversa. Isto significa
que a fase estacionaria, ou seja, a coluna cromatogréfica € apolar e a fase movel polar
[48]. Existem diferentes tipos de detetores, como o detetor por UV e eletroquimico e,
neste trabalho, foi utilizado o detetor por fluorescéncia, devido a sua sensibilidade.
Apobs a passagem dos compostos pela coluna cromatogréfica, essas moléculas sdo
lidas pelo detetor devido a sua fluorescéncia (adquirida no processo de derivatizacao)
[49] e essas informacdes sdo enviadas ao computador para que os dados sejam

analisados.

1.10 Limite de aminas biogénicas no pescado

Existem estudos que determinam que um consumo superior a 1000 mg/kg de
aminas biogénicas totais € suficiente para causar danos a saude humana. Também
existem trabalhos que demonstram que a tiramina apresenta um potencial de
toxicidade entre as concentragdes de 100 a 800 mg/kg, podendo variar de acordo com
a sensibilidade do individuo [1,4]. Porém, apenas a histamina possui limites descritos

em legislacdes [44, 53, 54].

Na Unido Europeia (EU), de acordo com o Regulamento (CE) N° 2073/2005

z

[43], a determinacdo de critérios para certos alimentos é muito importante e, em
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relacdo aos peixes, € preciso determinar os limites para histamina, principalmente,
para familias especificas. Essas familias de peixes sdo conhecidas por possuirem,
naturalmente, uma maior quantidade de histidina, o que significa que tém a
capacidade de produzir altas concentracdes de histamina. As familias identificadas
sdo Scombridae, Clupeidae, Engraulidae, Coryfenidae, Pomatomidae e

Scombresosidae.

Em seu Anexo |, no Capitulo 1, nas diferentes categorias de alimentos, sao
descritos os produtos que necessitam de andlise, o plano de amostragem, limites e o
método de andlise que deve ser utilizado. Uma das categorias diz respeito aos
produtos de pesca das espécies pertencentes as familias que apresentam maior risco.
Devem ser coletados nove (9) unidades por lote que devem ser analisados por HPLC,
que é o método de andlise de referéncia para esta substancia. Dentre nove amostras,
a média ndo pode ultrapassar 100 mg/kg, duas (2) amostras podem estar acima deste
valor, mas abaixo de 200 mg/kg e nenhuma das amostras pode ultrapassar a
guantidade de 200 mg/kg. Em outra categoria estdo classificados os produtos de
pesca que foram submetidos a tratamento de maturacdo enzimatica em salmoura nas
espécies das familias ja descritas. O método de andlise de referéncia € o mesmo e o
plano de amostragem também; que se altera sdo os valores dos limites. Nestes
produtos o valor médio ndo pode ultrapassar 200 mg/kg, duas (2) amostras podem
ultrapassar este valor sem passar de 400 mg/kg e nenhuma das amostras pode

ultrapassar 400 mg/kg.

O Regulamento (CE) N° 1441/2007 [50] confirma o que foi determinado no
Regulamento (CE) n° 2073/2005, em relagdo aos limites tolerados de histamina nos
produtos oriundo da pesca e seus derivados, assim como o plano de amostragem que

deve ser realizado e o método de analise de referéncia.

O Regulamento (UE) N° 1019/2013 [51] separa os molhos de peixe
fermentados dos demais produtos que sofrem maturacdo enzimatica, tornando o plano
de amostragem para esse tipo de produto mais simples. Por ser um alimento na forma
liguida a histamina, se presente, estara amplamente distribuida, logo s6 é necesséria
uma amostra do produto. A amostra deve ser analisada por HPLC e deve ter menos

que 400 mg/kg de histamina.
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No Brasil, a Instrucdo Normativa n® 60 de 23 de dezembro de 2019 [52]
determina limites méximos para histamina em pescados (peixes, moluscos e
crustaceos), incluindo suas visceras, frescos, resfriados, congelados, temperados ou
ndo. Devem ter no maximo 100 mg/kg, em uma amostra com nove (9) unidades
amostrais, sendo que nenhuma dessas unidades pode ultrapassar o valor de 200
mg/kg. Esses valores também correspondem aos limites maximos permitidos em
derivados de pescado como hamburgueres de peixe. Ja para os pescados salgados,
salgados e secos, em salmoura ou anchovados o limite € maior: podem ter até 200
mg/kg, em uma amostra com nove (9) unidades amostrais, mas sem que nenhuma

dessas unidades ultrapasse 400 mg/kg.

Nos EUA os limites sdo determinados pela FDA (Food and Drug
Administration), que constantemente libera orientagdes para garantir a seguranga dos
alimentos [53]. Neste documento determina-se que o limite maximo aceitavel é de 50
ppm, em partes ediveis do peixe. Esse valor foi determinado pois a histamina nem
sempre se encontra homogeneamente distribuida, logo se uma porc¢éao possui 50 ppm
outra parte pode possuir valores superiores. Este documento também determina que a
amostragem contenha no minimo dezoito (18) unidades por lote e se o lote possuir

menos que essa gquantidade de unidades, todas deverao ser analisadas.

1.11 Impacto das ABs em alimentos para os paises

A intoxicagdo por histamina tem sua importancia ndo sé pela relevancia em
relacdo a Salde Publica, uma vez que é uma das maiores causadoras de intoxicacao
por consumo de peixe e seus derivados, como sua presenca pode trazer prejuizos
econdmicos para os paises [22]. Como a analise de aminas biogénicas é usada como
um indicador de qualidade em peixes, a presenca de altas concentracfes destes
compostos nos alimentos e a ocorréncia de casos de intoxicagdo em produtos de certo
pais pode comprometer a venda destes artigos alimentares para outros. O impacto no
comércio internacional de peixe de um determinado pais, que apresente
inadequacgdes, pode ser muito expressivo e a reparacdo desses danos pode ser

complexo [12,30].
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1.12  Espécies, géneros e familias de peixes e sua relacéo
com ABs

As familias com maior quantidade de histidina estdo listadas nas legislagbes de
diferentes paises e para elas existem um limite de histamina que pode estar presente
nas amostras. Existe uma variacdo entre as familias listadas em alguns regulamentos.
Por exemplo, no Regulamento (CE) N° 2073/2005 [43] sdo descritas as familias:
Scombridae, Clupeidae, Engraulidae, Coryfenidae, Pomatomidae e Scombresosidae,
como as principais familias, com maior quantidade de histidina na musculatura e, por
conseguinte, aquelas que possuem maior probabilidade de acumularem altas
concentragdes de histamina. Ja na Instrugdo Normativa n® 60, do Brasil [52], existem
além destas, mais familias descritas como de maior risco: Carangidae, Gempylidae e
Istiophoridae, cujos integrantes sdo espécies encontradas na Europa e que séo
consumidos inclusive em Portugal, como o carapau (Trachurus trachurus) e carapau
amarelo (Caranx rhonchus), pertencentes a familia Carangidae [54]; peixe-espada-
preto (Nesiarchus nasutus) da familia Gempylidae [55] e espadarte-veleiro/veleiro

(Istiophorus albicans) [56] e agulhdo-branco/espadarte-branco (Kajikia albida) [57].

Os peixes escombrdides como as espécies do género Thunnus (atuns e outros
peixes), que possuem alto niveis de consumo em diferentes locais do mundo,
possuem uma concentracdo de histidina livre elevada, podendo possuir cerca de 5000
a 20000 mg/kg. Por sua vez, os salmonideos tendem a ter uma concentracdo muito
menor deste aminoacido, geralmente menos que 1000 mg/kg. No salmao-do-Atlantico

essa concentracdo se encontra entre 130 e 300 mg/kg [58].

Existem trabalhos que relatam a possibilidade do salm&o (Salmo salar) e outras
espécies da familia Salmonidae, causarem quadros de intoxicacdo envolvendo
histamina, mesmo que nado sejam espécies pertencentes ao grupo dos escombréides
e nem tenham altas concentracbes de histidina livre na musculatura, precursora
essencial para formacao deste composto [21,31,59,60]. Como ndo pertencem as
familias com maior quantidade de histidina e que sdo abrangidas pelos regulamentos
e demais legislacbes nos paises (como familias Clupeidae, Scombridae e
Engraulidae), os casos de intoxicagdo por histamina causados por consumo de

salmonideos relatados podem ser inferiores ao real nUmero existente.
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Existem outras espécies, que nao pertencem as familias com maior concentracao
de histidina presentes nas legislacdes, que podem ter uma alta producéo de outras
aminas biogénicas, que por sua vez podem influenciar e muito a toxicidade de outras
aminas que podem provocar danos a saude humana, como a histamina, além de
poderem causar danos a longo prazo. Por exemplo, a cadaverina e a putrescina ndo
estdo associadas a casos de intoxicacdo, mas podem influenciar a toxicidade da
histamina, pois comprometer o bom funcionamento do sistema de detoxificacdo do
organismo humano e pode levar a formagédo de nitrosaminas, que sdo substancias
carcinogénicas [4,33]. Além do salmdo-do-Atlantico (Salmo salar), existem relatos na
literatura sobre a pescada europeia (Merluccius merluccius), sua producdo de aminas

biogénicas e como estas podem afetar a saide humana.

No RASFF (Rapid Alert System for Food and Feed) os casos relacionados com
Salmo salar e Merluccius merluccius estdo relacionados com contaminagéo
bacteriana, como Listeria monocytogenes (em salmdo), presenca de parasitos,
problemas na cadeia do frio, entre outros. Além disso, muitas vezes é apenas utilizado
0S nomes-comuns dos peixes, sem o nome cientifico do salméo-do-Atlantico e da
pescada europeia ou com 0 nome de outras espécies que algumas vezes sao até de
outros géneros. De modo geral, ndo foi possivel encontrar nenhuma notificacdo que
identificasse as duas espécies de peixes utlizadas neste trabalho em casos
envolvendo a histamina, seja pela sua presenca em alimentos analisados ou pela

investigacdo de casos em que existiu intoxicacao.

Como estas duas espécies pertencem a familias que ndo séo consideradas como
aquelas que necessitam maior atencdo em relacdo a histamina, de acordo com as
legislacdes, € possivel que exista uma defasagem do real nimero de casos em que
estas espécies estejam envolvidas com altas concentragfes de histamina e/ou casos
envolvendo histaminose (presenca de outras aminas biogénicas podem influenciar na

toxicidade da histamina).
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2. Salicornia (Salicornia ramosissima)

As plantas haldfitas, isto €, espécies vegetais que que possuem alta tolerancia a
altos niveis de salinidade e que conseguem sobreviver em regides
maritimas/oceanicas, onde outros tipos de plantas podem n&o conseguir se
desenvolver, também podem ser utilizadas na alimentacdo humana, alimentacdo
animal, como aditivo na producdo de sabdo e até como medicamentos [61]. Por
conseguirem tolerar locais com alta salinidade, tendem a acumular grandes
guantidades de minerais, 0 que faz com que muitas dessas plantas possuam um sabor

salgado, o que pode ser vantajoso do ponto de vista sensorial [62].

2.1 Taxonomia e caracteristicas morfolégicas

A espécie utilizada nesta pesquisa foi a Salicornia ramosissima J. Woods,
pertencente a familia Chenopodiaceae, sendo a Unica espécie deste género
encontrada em Portugal. Essa espécie, assim como outras deste género, possui
diferentes nomes populares como aspargo do mar, erva-salada e glasswort. Qutras
espécies de Salicornia spp., que tem certa importancia e uso em outros paises, sao:
Salicornia bigelovii, Salicornia maritima, Salicornia herbacea e Salicornia europaea
[62].

A S. ramosissima é caracterizada por ser uma planta com folhas pequenas, de
caules suculentos, é hermafrodita e tem flores e frutos nos meses de maio até
novembro, podendo apresentar variacdo na coloracdo de acordo com a época do ano.
No entanto, possui alta taxa de polimorfismo, ou seja, pode apresentar variacao
consideravel entre individuos da mesma espécie, 0 que acaba por dificultar as
espécies do género [63]. No verdo apresenta tonalidade verde e concentracao
moderada de sal. JA no outono apresentam coloracdo arroxeada, com altas
concentracdes de sal, ja se encontrando maduras e prontas para serem colhidas [62].
Na Figura 2 é possivel visualizar um espécime desta planta ja apresentando coloracao
caracteristica do outono (arroxeada). Ja na Figura 3 observa-se espécimes

apresentando coloracao caracteristica do verao.
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Figura 2 - Salicornia ramosissima com coloragéo arroxeada Figura 3 — Salicornia ramosissima com coloragéo
esverdeada

Fonte: <p>Imagem da espécie <i>Salicornia

ramosissima</i> por <a Fonte: <p>Imagem da espécie <i>Salicornia

href="https://floradegalicia.wordpress.com" ramosissima</i> por Marisa Ribeirinho do <a

target="_blank">Flora de Galicia</a> do <a  href="https://jb.utad.pt" target="_blank">Jardim

href="https://jb.utad.pt" target="_blank">Jardim Botanico  Botéanico UTAD, Flora Digital de Portugal</a>.</p>
UTAD, Flora Digital de Portugal</a>.</p>

Esse vegetal pode ser coletado, apos crescer naturalmente em regides litoraneas.
Entretanto, pode ser cultivado, sendo uma cultura que ndo apresenta grandes
dificuldades, ja que é uma planta resistente e que aceita irrigacdo com agua salobra
ou salgada, além de sobreviver em solos com alta concentracéo de sal e ser resistente
a doencas [63,64]. Sua capacidade de sobreviver a condi¢cbes desfavoraveis a outros
vegetais se deve ao fato desta espécie produzir compostos que possuem funcdes
antioxidantes, osmoprotetoras, entre outras. E rica em fibras, minerais, &cidos
organicos e compostos fendlicos. Dentre estes compostos, alguns ja foram
identificados e sua acéo, que pode ser benéfica a saude humana, foi comprovada por
pesquisas, principalmente na prevencgéo de cancro e doencgas cardiovasculares [65].
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2.2 Distribuicdo geografica

Por ser altamente adaptavel a condicBes extremas como altas concentracdes de
sais e regides alagadas, esse género pode ser encontrado em diferentes locais do
mundo. Logo sua distribuicdo geogréfica inclui areas com climas distintos, desde
subtropical, temperados até regies com vegetacao boreal [62]. Sendo encontrada em
diferentes continentes, desde Europa, Asia e Africa, até as Américas. Na Europa pode
ser encontrada deste regifes articas até areas proximas ao Mediterraneo, incluindo a
Peninsula Ibérica [64]. Na Figura 4 é possivel visualizar distribuicdo geogréfica desta
espécie em Portugal Continental, sendo notavel sua distribuicdo por grande parte do
litoral portugués, desde o Norte até o Algarve, e chegando até algumas regides
centrais, principalmente no Norte e Centro. Essa presenca no interior do territorio pode

ser pela presenca desta espécie em outros corpos d’agua presentes nestas regides.

Figura 4 - Distribui¢cdo geografica da Salicornia ramosissima em Portugal Continental

Fonte: Adaptado de Jardim Botdnico UTAD. Disponivel em: https://jd.utad.pt/especie/Salicornia_ramosissima.
Acesso 12.09.2022
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2.3 Cultivo em Portugal

Em Portugal existe cultivo desta espécie em diferentes locais como no estuario do
Rio Aveiro. Esta atividade econdmica tem ganhado cada vez mais espa¢o devido a
oportunidade de aproveitar as possibilidades do cultivo de uma planta que tem valor
consideravel na gastronomia, além da possibilidade de ser associado a outras
atividades como salicultura, o que pode representar um aumento na fonte de renda
dos produtores [62]. Entretanto, seu cultivo ainda ndo esté totalmente disseminado no
territorio portugués e ainda é considerada um vegetal indesejavel, sendo muitas vezes

retirada do seu local de crescimento sem que haja seu aproveitamento [63].

2.4 Consumo e composicao

Pode ser consumida em saladas quando fresca e como condimento quando seca e
macerada. O seu uso apos secagem €é um desenvolvimento mais recente e é
produzida apés o vegetal ser seco e macerado até formar um p6, denominado sal de
salicOrnia, devido a sua coloracéo e sabor salgado. Este sal possui diferentes minerais
incluindo sédio e magnésio, além de compostos importantes encontrados nesta
espécie como compostos fendlicos, antioxidantes, flavondides, entre outros. Por ter
certas substancias que tem capacidade de real¢car sabores do alimento, como acidos
organicos, seu uso pode trazer ainda mais uma vantagem do ponto de vista sensorial
[62].

De modo geral, a Salicornia ramosissima contém mais de 57 compostos ja
descritos na literatura, dentre alcoois de cadeia longa, esterois, acidos carboxilicos, e
outros, que podem ter funcbes benéficas tanto do ponto de vista da saiude humana
quanto em relacdo aos processamentos da industria alimentar. Esses compostos
estdo presentes em concentracdes distintas e aqueles que estdo em maior quantidade
sdo os alcoois de cadeia longa e os acidos gordos saturados. Dentre estes tipos de

alcoois aguele mais abundante é o tetracosanol e, dos diversos acidos gordos, o mais
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encontrado é o A&cido palmitico. Esta espécie também possui acidos graxos

polinsaturados e o mais encontrado é o 4cido linoleico (bmega 6) [61].

E importante ressaltar que estes compostos estdo presentes na planta in natura.
Porém, quando esta passa por processo de secagem para ser transformada em sal, o
seu perfil nutricional e a presenca e/ou concentracdo destes compostos fica alterada.
Diferentes processos de secagem determinam diferencas nos compostos finais. Por
exemplo, de acordo com Oliveira-Alves, S, et al [65] a secagem no forno é o
processamento que mais modifica os perfis nutricionais, fitoquimicos e atividades
antioxidantes. Sendo este tipo de secagem o mais utilizado na industria alimentar,
principalmente pela sua simplicidade e custo. No entanto, esse processo nhao
compromete a capacidade desse sal de inibir a proliferacdo de microrganismos, uma
vez que 0S componentes responsaveis por essa a¢do ndo sédo destruidos durante a
secagem. Além disso outros compostos que ndo alterados durante o processo de
secagem ou cuja mudanca seja menor podem ter funcbes desejaveis na producao de

alimentos. Para isso mais estudos sdo necessarios.

2.5 Teor de sédio

A quantidade de sédio pode variar dependendo do espécime, podendo ser devido
a uma diferenciacdo individual, de populac¢éo, de acordo com a época do ano, entre
outros fatores [62]. Por isso, para que a substituicdo seja feita de maneira adequada e
a proporcao de sodio seja similar € preciso determinar a concentragédo de sédio no sal
de salicornia utilizado. Uma das metodologias mais utilizadas para quantificar o sédio
é pela fotometria de chama, que foi o método utilizado neste trabalho. A partir desses
resultados é possivel realizar uma substituicdo nas amostras a serem analisadas no

ensaio proposto.
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2.6 Substituto do sal de cozinha

O uso do cloreto de sodio (sal de cozinha) para a conservacdo dos alimentos é
uma das técnicas mais antigas para a preservacao dos géneros alimenticios, incluindo
0s peixes e seus derivados. O sal leva a uma diminuicdo da atividade de &gua do
alimento, o que torna a &agua livre menos disponivel para a utilizacdo pelos
microrganismos e dificulta a sua chegada no interior, centro geométrico da matriz
alimenticia em que se encontra. Muitas bactérias séo inibidas pela diminuicdo da
atividade de agua, seja no seu crescimento populacional quanto nas suas atividades
enzimaticas. Para algumas espécies a presen¢a do cloreto de sodio pode até ser
deletéria, logo o uso do sal de cozinha pode auxiliar na preservacdo dos alimentos,
pela sua acdo em microrganismos deteriorantes, quanto na seguranca dos alimentos,
pois pode agir em microrganismos patogénicos. Além disso, o sal tem uma funcéo
muito importante que influencia as caracteristicas sensoriais do produto e até a sua
aceitagdo por parte do consumidor [38]. Pelo seu uso tradicional e importancia tanto
do ponto de vista sensorial, quanto tecnolégico e da seguranca dos alimentos, neste
trabalho foi utilizado um controlo com adi¢cdo de sal marinho e foi feito a comparacéo
entre estas amostras e aquelas com adicdo do sal de salicérnia, que além de sodio
possui outros compostos inerentes a espécie de vegetal do qual tem origem. Também
foram comparadas as amostras do controlo com sal com as amostras sem qualquer
aditivo, sendo possivel visualizar qual o efeito do uso do cloreto de sddio na formacao

das aminas biogénicas.

A possibilidade de substituicdo do cloreto de sodio por sal de salicérnia j& vem
sendo estudados em outros tipos de alimentos como na producdo de pao. O uso do
sal oriundo desta planta visa a diminuicdo do consumo de sodio pela populacdo, uma
vez que este produto possui uma concentragdo de sodio muito menor. Esse
decréscimo é importante uma vez que o consumo de sodio em muitos paises esta
acima do que é recomendado pela OMS/WHO [66] que determina que a ingestdo
diaria nao passe de 5 g de cloreto de sédio ou 2 g de sédio para a populagdo em geral
[67]. A necessidade da reducdo do sédio na alimentacdo levou a procura de

alternativas para substituicdo deste composto, sendo uma delas o sal de salicornia.
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A reducdo da quantidade de sodio ingerido € muito importante uma vez que o
consumo em concentracfes excessivas estd relacionado a problemas
cardiovasculares como aumento da pressdo sanguinea, derrames, infartos e outras
patologias [66]. Em Portugal, o consumo de sal € de cerca de mais de 10 g por dia,
conforme pesquisa da Sociedade Portuguesa de Hipertensédo [68] e dados da DGS
(Direcdo Geral da Saude) [69], muito acima do recomendado pela WHO. Deste modo,
alternativas ao consumo do sal de cozinha e outras inovagfes relacionadas a este
problema tem surgido ao longo dos anos, ndo somente na Europa como em todo o

mundo.

Existem estudos que analisam a substituicdo do sal de cozinha (cloreto de sodio)
pelo sal de salicérnia em diferentes alimentos incluindo sopas, preparados de carne de
porco e outras carnes [62], preparados de peixe [70], e outros alimentos. De modo
geral os trabalhos relatam uma aceitagdo por parte dos consumidores no uso deste
condimento. Como possui varios compostos, diferentemente do sal de cozinha que
consiste majoritariamente em cloreto de sbédio, o sal de salicornia ndo consegue
substitui-lo na mesma proporcgdo. Para conseguir o mesmo nivel do sabor salgado no
alimento € necessario utilizar uma quantidade maior do sal com Salicornia
ramosissima [62]. Para que a troca seja eficaz nutricionalmente (com a redugéo da
guantidade de sddio adicionado ao alimento), sensorialmente (de modo que o
consumidor aceite 0 alimento pois este apresenta caracteristicas sensoriais
desejaveis), tecnologicamente (o substituto precisa exercer as funcdes
desempenhadas pelo cloreto de s6dio como na conservacao do alimento) e que possa
trazer outras vantagens como prevengdo na formagdo de compostos indesejados,

ainda sdo necessarios mais estudos e analises.
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3. Salméo-do-Atlantico e Pescada Europeia

Durante o planejamento desta pesquisa diferentes peixes foram considerados
para serem a matriz alimentar das andlises. Diferentes fatores foram considerados
para fazer essa escolha: os habitos alimentares da populacdo portuguesa; a facilidade
de compra do peixe; a concentragéo lipidica de cada espécie; o tamanho dos adultos e
rendimento dos filés; se pertenciam as espécies identificadas como de risco para
formacéo de histamina pela legislacéo europeia e se poderiam ser transformados em

um novo produto.

Tanto o salméo-do-Atlantico quanto a pescada europeia séao facilmente
encontradas em Portugal, sendo apresentadas de diferentes modos: filetes, postas,
em salgados como folhados e em diferentes prepara¢cdes como hamburguer (salméo)
e panados (pescada). Essas espécies apresentam espécimes adultos cujo tamanho os
torna adequado para filetagem e permite que sejam utilizados em varios tipos de
produtos. A concentragdo lipidica nestas duas espécies difere bastante. De acordo
com a Tabela da Composi¢do dos Alimentos, do INSA (Instituto Nacional de Saude
Doutor Ricardo Jorge) [71], a pescada europeia crua possui, em média, 0,8 g de
lipideos em 100 g de alimento, j4 0 salmdo cru apresenta, em média, cerca de 21,9 g
de lipideos em 100 g de alimento. Além disso, possuem diferengas na composi¢ao da
sua musculatura, apresentando coloragbes distintas, com a pescada sendo
considerada uma espécie de musculatura branca e o salméo sendo considerado um

peixe que possui musculatura escura/vermelha.

Em relacdo a legislacdo, essas duas espécies ndo pertencem a nenhuma das
familias identificadas na legislagdo europeia como pertencentes ao grupo de alto risco
para formacdo de histamina (Scombridae, Clupeidae, Engraulidae, Coryfenidae,
Pomatomidae e Scombresosidae), no entanto existem trabalhos que relatam casos de
histaminose ap6s consumo de salmonideos [58]. Logo ainda h& mais estudos que
precisam ser feitos para analisar o risco destas outras espécies para formacdo de
ABs.
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A facilidade no acesso a peixes frescos, a aceitacdo destas espécies pelos
consumidores e suas caracteristicas individuais desejaveis foram os fatores

determinantes na escolha destas duas espécies.

3.1 Taxonomia e caracteristicas gerais

3.1.1 Salméao-do-Atlantico

O salméo-do-Atlantico (Salmo salar) pertence a familia Salmonidae, que € uma
das familias pertencente ao grupo dos teleésteos, isto é, dos peixes 0sseos. Esta
familia é a Unica dentro da ordem dos Salmoniformes. Muitas das espécies dessa
familia sdo marinhas, mas se reproduzem em locais de agua doce. Sua alimentagéo
consiste em crusticeos, larvas, peixes pequenos, insetos e outros. O salmao-do-

Atlantico pertence ainda a subfamilia Salmoninae e ao género Salmo [58].

Reino  Animalia
Filo Chordata
Subfilo Vertebrata
Classe Actinopteri
Subclasse Teleostei
Ordem Salmoniformes
Familia Salmonidae
Subfamilia Salmoninae
Género Salmo

Espécie Salmo salar

Taxonomia do Salmé&o-do-Atlantico (Salmo salar).

Fonte: [72]
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Figura 5 - Salm&o-do-Atlantico (Salmo salar)

Fonte: FAO - Fisheries and Aquaculture - Cultured Aguatic Species - Salmo salar (fao.org). Disponivel em:

https://www.fao.org/fishery/en/culturedspecies/salmo_salar/en

Dentre os salmonideos, uma das espécies mais consumidas em todo o mundo é o
salmao-do-Atlantico. O salmédo selvagem pode ser encontrado na regido norte do
Oceano Atlantico, desde a América do Norte, passando pelas ilhas como Reino Unido
e Islandia, até a Europa, desde Portugal até a Russia. Vivem em agua salgada até a
maturidade sexual, quando se dirigem a locais de agua doce, geralmente subindo os
rios, na direcdo contraria da corrente. Nesses locais ocorre a reproducdo com a
desova. Depois de eclodir, continuam vivendo nestes locais por cerca de 2 a 5 anos,
quando passam a migrar para regibes de agua salgada, principalmente para locais
mais profundos [73]. Sua maturidade sexual leva de 3 a 7 anos, ja em agua oceanicas,
e |4 ficam por pelo menos um ano quando voltam ao local de nascimento para

reproducdo e os adultos possuem, cerca de, 73 cm [74].

Essa espécie possui corpo fusiforme, corpo de coloracdo acinzentada com pontos
mais escuros dispersos, geralmente acima da linha lateral. Possui uma barbatana
adiposa que se encontra no dorso, entre as barbatanas dorsal e caudal [54]. Na Figura

5 é possivel visualizar algumas destas caracteristicas morfologicas da espécie.

Também pode ser criado em cativeiro e sua producdo € uma das mais importantes
dentre as espécies de salmonideos [58]. Quando jovens, ainda nos rios, consomem
insetos e peixes pequenos e, quando chegam nas regibes oceanicas passam a se

alimentar de peixes maiores como arenque, e outros animais marinhos [73].
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3.1.2 Pescada europeia

A espécie Merluccius merluccius pode ser denominada como pescada, pescada-
branca ou marmota-branca, em Portugal [75]. E um peixe marinho e sua distribuic&o
vai desde a regido norte do Oceano Atlantico, compreendendo parte da costa da
Russia, passando pela Noruega até a Islandia, e vai até o Mar Mediterraneo,
chegando na costa do extremo norte do continente africano e podendo chegar até o
Mar Negro. Quando chega a maturidade sexual pode medir entre 20 e 70 cm e
geralmente sdo encontrados entre 70 e 400 metros de profundidade, mas podem

ultrapassar os 1000 metros [76].

Reino  Animalia
Filo Chordata
Subfilo Vertebrata
Classe Actinopteri
Subclasse Teleostei
Ordem Gadiformes
Familia Merluccidae
Subfamilia Merlucciinae
Género Merluccius

Espécie Merluccius merluccius

Taxonomia da Pescada europeia (Merluccius merluccius).

Fonte: [77]

Os jovens se alimentam de crustaceos, ja os adultos consomem majoritariamente
peixes (anchovas, sardinhas, pescadas menores, entre outros) e lulas [76].
Diferentemente do salmao, cuja maioria da populacdo s6 se reproduz uma vez,
naturalmente, a pescada ndo possui essa limitagdo, possui uma fecundidade

indeterminada.
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Figura 6 - Pescada europeia (Merluccius merluccius)

Fonte: https://guiapescado.wwf.pt/species/pescada/. Acesso em: 13.09.2022

Possui um corpo longo e estreito, com a por¢éo dorsal da cabeca sendo achatada.
Possui coloragéo acinzentada ao longo de todo o corpo, exceto na por¢éo ventral onde
€ mais clara, podendo ser considerado branco. Tem uma estrutura em forma de “V” no
topo da cabeca. Possui boca bem desenvolvida, com a maxila inferior levemente maior
gue a superior [54]. Na Figura 6 é possivel identificar algumas das suas caracteristicas

morfoldgicas.

3.2 Producao de aminas biogénicas

3.2.1 Salmao-do-Atlantico

No artigo de Pawul-Gruba [78], os autores relatam a presenca de histamina em
duas das trés amostras analisadas de salméo (Salmo salar) fresco em concentracdes
inferiores ao limite maximo. No entanto, essa concentracdo pode variar devido a
diferentes fatores como diferencas entre espécimes; época do ano; diferengas na
microbiota natural do animal, entre outros. Além disso, a toxicidade da histamina
presente vai depender da concentracdo de outras aminas presentes como cadaverina

e putrescina e das condi¢@es individuais dos consumidores.

No trabalho de Dondero, et al [79] os autores realizaram testes em salméao

defumado, com diferentes temperaturas, sem que ultrapassassem vinte e oito graus
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Celsius, e sem qualquer procedimento para inativar as enzimas responsaveis pela
producdo de aminas biogénicas. Os resultados mostraram que a cadaverina € a amina
gue pode chegar a concentragcdes muito altas em pouco tempo, enquanto a histamina
permanece a niveis mais baixos, porém como a cadaverina tem a capacidade de
potencializar os efeitos toxicos da histamina, a ingestdo de um peixe com altos niveis
de cadaverina poderd causar quadros de intoxicagdo por histamina, principalmente
nos individuos mais suscetiveis, como aqueles com maior sensibilidade a histamina;
aqueles que possuem algum tipo de deficiéncia enziméatica no sistema de
detoxificagcdo, seja genética ou por uso de certos medicamentos; pelo consumo de

alcool, entre outros.

No artigo de Emborg, et al [80] os autores relatam que houve producgdo de
aminas biogénicas (agmatina, cadaverina, histamina e tiramina) em salméo (Salmo
salar) defumado a 5° C, principalmente devido a acdo de uma espécie bacteriana:
Photobacterium phosphoreum. Outros artigos da literatura citam essa bactéria como
uma das que podem formar aminas biogénicas, devido ao fato de serem

descarboxilase positivas [2].

No trabalho de Di Toro, et al [59], os autores realizaram analises em filetes de
Salmo salar frescos, que haviam sido submetidos a tratamento com vinagre e que
foram armazenados em atmosfera modificada, de modo a analisar se o uso desta
substancia prevenia o desenvolvimento de aminas biogénicas. Apds 10 dias foi
possivel visualizar a formacdo das ABs tanto nas amostras desenvolvidas quanto no
grupo controlo, que nao recebeu o tratamento. Neste Ultimo notou-se que foi a
histamina que alcangcou os maiores valores (59 mg/kg) e as outras aminas que
também foram encontradas (2-feniletilamina, putrescina, cadaverina e tiramina)
estavam em concentracdes variaveis. Sabe-se que em filetes inteiros a producédo sera
menor se comparados com produtos que foram triturados, logo existe a possibilidade
de que em produtos em que esse processo € realizado, como é o caso dos

hamburgueres, haja uma maior formacédo destas aminas.

Na revisdo de literatura desenvolvida pela FAO, juntamente com a OMS [58],
existem relatos, inclusive de outros trabalhos cientificos, que trazem informacfes
sobre casos suspeitos de intoxicagdo por histamina relacionados com consumo de
salmdo. Mesmo quando a histamina se encontrava em baixas concentracdes no peixe

suspeito, ainda havia a suspeita da ocorréncia deste tipo de intoxicacdo. Isto pode
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acontecer devido a presenca de outras substancias, incluindo outras aminas
biogénicas como cadaverina e putrescina, que potencializam a agédo da histamina.
Entretanto, muitos dados n&do foram devidamente publicados ou n&do foram
adequadamente coletados, logo as informacdes ndo puderam ser totalmente
analisadas, ou seja, esses dados acabam ndo sendo utilizados nos estudos
epidemioldgicos. Outro motivo desta defasagem nas informacg6es pode ser devido ao
fato da familia Salmonidae nao pertencer ao grupo das familias ricas em histidina, e
que se encontram determinadas nas legislagbes dos paises. Por ndo serem o foco
principal destes regulamentos, esses peixes, incluindo o salméo-do-Atlantico, podem,
erroneamente, ndo serem associados aos casos de intoxicacdo, além de haver a
possibilidade de existir uma falta de vigilancia nestas espécies. Logo, conclui-se que
ocorre uma subnotificagdo dos casos de intoxicacdo por histamina causados pelo

consumo de salmonideos.

A espécie Salmo salar tem capacidade de produzir histamina, fato que ja foi
observada em alguns estudos, realizados em diferentes paises, mas somente quando
as bactérias descarboxilase positivas estdo presentes, 0 que nem sempre ocorre.
Além disso, pode demorar mais tempo para que se forme uma concentracdo de
histamina capaz de produzir uma intoxicacdo, de modo que quando isso ocorre 0
peixe jA se encontra em estado avancado de deterioracdo e ndo € mais aceito pelo
consumidor. No entanto, se 0 peixe passar por um processamento que aumente o seu
periodo de validade, existe chances de haver producdo de histamina e/ou outras
aminas que propiciem o desenvolvimento deste tipo de enfermidade. Neste mesmo
trabalho da FAO/OMS [58] existe o relato de um estudo onde foram identificadas altas
concentragdes de histamina em salmdo defumado. De modo geral, esta publicacdo
conclui que os dados epidemiologicos existentes ainda s&o insuficientes para
determinar se os salmonideos realmente podem causar casos de histaminose e mais

estudos precisam ser realizados.

3.2.2 Pescada europeia

A pescada, logo ap0s a pesca, possui uma certa quantidade de espermina e

espermidina (poliaminas), pois estas aminas possuem acao fisiolégica nestes animais.
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Sua concentracdo pode variar por questfes individuais, época do ano, maturidade
sexual, entre outros e essas poliaminas podem ser utilizadas pelos microrganismos
como fontes de nitrogénio e/ou carbono [8]. Também pode existir uma pequena
quantidade de putrescina, j& que esta amina pode dar origem as poliaminas, e, a
medida que o processo de deterioracdo decorre, a sua concentracao também tende a

aumentar [24].

A agmatina pode estar presente e sua concentragdo tende a elevar-se durante o
periodo de armazenamento deste peixe. A cadaverina pode estar presente no peixe
fresco em pequenas quantidades, mas tende a aumentar consideravelmente durante o
armazenamento da pescada, principalmente quando esta se encontra em temperatura
de refrigeracdo [24]. Como a cadaverina e agmatina estdo presentes em baixas
concentragcbes na pescada fresca, estas duas aminas podem ser utilizadas como
indice de frescor [17]. Outros autores indicam apenas a cadaverina como indicador de
frescor para pescada [8]. A histamina e tiramina ndo estdo presentes no peixe fresco,
porém, de acordo com o trabalho de Baixas-Nogueras, et al [24], depois de cerca de
seis dias em refrigeracdo ja ha presenca dessas aminas biogénicas. Neste mesmo

artigo os autores néo detetaram triptamina nem feniletilamina em pescada.

No trabalho de Baixas-Nogueras, et al [8], os autores analisaram o
desenvolvimento de aminas biogénicas em pescada (Merluccius merluccius). Através
da pesquisa concluiram que a putrescina e a cadaverina foram as aminas com maior
acumulo, enquanto outras aminas, como histamina e tiramina, apresentaram
concentragcdo menor, em peixes armazenados em gelo. Todas as amostras frescas
apresentaram concentracfes relevantes de espermina e espermidina, o que é
esperado, uma vez que essas aminas possuem fungéo fisioldgicas nos peixes. A
putrescina pode ser encontrada também no peixe fresco, mas em menores
concentracdes, que tendem a aumentar durante o periodo de armazenamento, devido
a atividade bacteriana. Em relacdo a cadaverina, os autores relatam que a pescada
fresca ndo apresentou ou possuia muito pouco, € que sua concentracao tende a
aumentar durante o armazenamento, por isso poderia ser considerada como um
indicador especifico para esta espécie de peixe, principalmente em temperaturas de
resfriamento. E preciso ressaltar que a quantidade de cadaverina pode variar entre
espécimes devido a variacdo da microbiota normal de cada individuo, que acaba por

influenciar a formacéo destes compostos. A agmatina pode ou ndo estar presente no
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inicio do periodo de armazenamento, porém pode aumentar depois, dependendo da
época do ano. As concentracdes de histamina na pescada foram muito baixas, porém
as concentracfes mais altas de outras aminas como cadaverina e putrescina, que
potencializam a acéo deste composto pode ser relevante. Com relacdo a tiramina os
autores indicaram uma concentracdo muito baixa desta amina. Outra sugestéo feita é
a utilizacdo de um indice de aminas biogénicas, que leva em consideracdo as
concentragcbes de cadaverina, putrescina, tiramina e histamina como uma boa

alternativa para o controlo de qualidade na pescada.

No artigo de Baixas-Nogueras, et al [81], os autores relatam a presenca de aminas
biogénicas em pescada (Merluccius merluccius), tanto fresca quanto congelada. Logo
apOs a pesca as amostras possuiam niveis razodveis de espermidina e espermina
(poliaminas), devido ao seu papel na fisiologia destes animais. Apds alguns dias de
armazenamento foi descrito que a cadaverina foi a amina com maior concentracao,
seguido da histamina, putrescina e tiramina. Ja as poliaminas mantiveram valores
praticamente constantes durante os ensaios. Os autores explicam que as aminas
biogénicas  apresentaram  concentracbes maiores nos  peixes frescos
comparativamente aos peixes congelados. Esta observacdo pode ser explicada pelo
fato da proliferac@o bacteriana e, por conseguinte, a possibilidade de formacdo destas
aminas, serem maiores nos peixes frescos. Os peixes congelados sdo mantidos em
baixas temperaturas e isso acaba por dificultar a multiplicacdo destes microrganismos,
além de dificultar a realizac@o de certas atividades, inclusive a acdo de enzimas como

as descarboxilases; logo existe uma menor producdo de aminas biogénicas.

No artigo de Ruiz-Capillas e Moral [82], os autores realizaram testes para
determinar a concentracdo de aminas biogénicas em pescada (Merluccius merluccius)
ao longo de um periodo de armazenamento em gelo. Relataram que apés 25 dias de
armazenagem houve alteracfes nos niveis destes compostos. Assim como outros
artigos relatam, foram encontrados niveis identificaveis de espermidina e putrescina
nos peixes logo apods a pesca, o que é considerado normal uma vez que possuem
funcdes fisiologicas. Porém, suas concentragbes apresentam tendéncias distintas
durante o armazenamento: a espermidina tende a ficar constante ou varia um pouco e
a putrescina tende a aumentar a medida que o processo de deterioracdo avanca. No
final do ensaio os autores relatam que todas as aminas biogénicas analisadas

(cadaverina, putrescina, agmatina, tiramina e histamina) apresentaram aumento nas
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concentracdes e somente a espermidina se manteve praticamente constante. No final
do periodo a cadaverina e agmatina foram as aminas mais abundantes,
respetivamente, enquanto a tiramina e histamina foram encontradas em baixas

guantidades.

A pescada europeia (Merluccius merluccius) tende a ter certos niveis de putrescina
e espermidina logo apds a pesca, ja que estas aminas possuem algumas funcdes
fisiolégicas. No entanto a primeira tende a aumentar, atingindo picos de producéo
durante o armazenamento, enquanto a segunda tende a se manter constante durante
este periodo. JA4 a histamina e tiramina sdo encontrados, geralmente, em poucas
quantidades, enquanto a cadaverina, tende a se apresentar em baixas concentracdes
no inicio e aumenta com o passar do tempo de armazenamento, podendo chegar a ser
a amina biogénica mais abundante. Por isso h4 a sugestdo para que esta seja
utilizada como parametro do controle de qualidade nesta espécie de peixe, sendo que
alguns autores incluem a agmatina como possuindo esse mesmo potencial. A
agmatina também pode chegar a niveis mais altos em poucos dias de
armazenamento, até mesmo antes do alimento apresentar aspetos sensoriais

inerentes a deterioracao [18].

4. Consumo de peixe

4.1 Recomendacao da OMS e outras agéncias de saude

A EFSA (Autoridade Europeia para a Seguranca Alimentar) [83] e WHO/OMS
(Organizacéo Mundial da Saude) recomendam que o consumo de pescado sejade 1 a
2 refeigdes por semana, pois € um alimento rico em vitaminas (A, D e do complexo B),
minerais (sodio, ferro, potassio, cobre, enxofre, iodo, entre outros) [84], acidos gordos
polinsaturados (&cido linolénico/6mega 3 e acido linoleico/6mega 6), além de ser uma

fonte alimentar rica em proteinas e aminoacidos livres. O peixe também possui um
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menor nivel de colesterol, 0 que pode ser vantajoso para certos grupos que

necessitam de uma dieta com menores indices dessa substancia. [13]

De modo geral existe um consenso entre as agéncias de saude mundiais de
que o consumo de pescado seja frequente devido aos beneficios que pode propiciar
para os consumidores. Existem estudos que demonstram as vantagens do consumo
do pescado como: controlo dos niveis de triglicerideos no sangue, o que pode
influenciar o desenvolvimento de certas doengas cardiovasculares como
aterosclerose; prevencdo de diferentes tipos de cancro; controlo da quantidade de
colesterol ingerido na dieta, ja que a carne dos peixes tendem a ter uma menor
concentracéo deste lipideo; redugéo dos riscos de doengas inflamatorias e depressao;
presenca de compostos que podem atuar na manutencdo da integridade de
membranas celulares e auxilio no desenvolvimento de Sistema Nervoso Central dos

fetos, quando consumidos por mulheres gravidas [83].

Para as populacdes onde o consumo seja abaixo do recomendado ha a sugestédo
do seu aumento. Entretanto, existem riscos envolvidos nesse consumo, que envolvem
diferentes tipos de contaminantes desde a presenca de metais tracos até a existéncia

de aminas biogénicas neste tipo de alimento [30].

4.2 Limitagdes do consumo

O consumo de peixe pode trazer varios beneficios a satde humana, mas
também possui riscos. Os peixes sdo altamente pereciveis e tendem a se deteriorar
muito mais rapido que outros tipos de proteina animal como as carnes suina ou
bovina. Isto se deve ao fato dos peixes possuirem certas caracteristicas que
favorecem o desenvolvimento de microrganismos. Possuem, naturalmente, uma maior
humidade e pH préximo da neutralidade, o que favorece o desenvolvimento de
diversos microrganismos [59]. Além disso, possuem pouco tecido conjuntivo, 0 que

favorece a deterioracao, ja que facilita a acao de degradacdo dos microrganismos [11].

A humidade na musculatura pode variar entre 60 até 85%, dependendo da
espécie, o que influencia a perecibilidade de cada tipo de peixe. A maioria dos peixes

€ rico em aminodacidos de alto valor biolégico, possuindo concentracdes ideais de
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aminoacidos essenciais como a lisina. A quantidade de proteinas varia entre 15 e 25%
dependendo do tipo de peixe, porém, de modo geral, 0s peixes possuem proteinas de
facil digestibilidade, com cerca de 90-95%, o que pode ser um fator muito importante a
ser considerado na dieta de alguns grupos da populagéo [84]. Por exemplo, pessoas
que necessitam de altas doses de proteina, mas que tem certa dificuldade em digerir
outros tipos de proteina animal. Porém, isso significa também uma maior

suscetibilidade a acdo bacteriana, que pode provocar deterioracdo e formacdo de

compostos indesejaveis.

Existem populacdes cujo acesso a peixes para sua alimentacdo € restrito seja
por questdes financeiras quanto por condi¢des climaticas/geogréaficas. Porém, ainda
gue exista a possibilidade deste alimento fazer parte da dieta, as condigcbes em que
este se encontra e, por conseguinte, a qualidade microbioldgica e fisico-quimica, pode
ser muito variada. Uma vez que esta matriz alimenticia possui caracteristicas proprias
(humidade elevada, altas concentracdes de determinados aminoacidos, proteinas de
facil digestibilidade, pouco tecido conjuntivo, entre outros) que possibilitam o
desenvolvimento de microrganismos responsaveis pela deterioracdo e producdo de
compostos indesejados que podem causar patologias em humanos, é preciso uma

atencdo maior de modo a garantir a seguranca daqueles que a consomem.

Por isso é preciso continuar as pesquisas para desenvolver novas
metodologias para detecdo dos compostos indesejados; novas formulagdes de
derivados de peixe, que podem conter aditivos cujo uso ofereca beneficios para a
seguranca alimentar; determinacdo do nivel de toxicidade das substéncias que s&o

formadas ao longo do tempo no alimento ou apGs processamento, entre outros.
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5. Objetivos do trabalho

O objetivo deste trabalho foi avaliar se o uso da salicérnia (Salicornia ramosissima)
como condimento na formula¢cdo de hamburgueres de peixe, leva a uma inibicdo na
formacdo de aminas biogénicas, desde a sua produgdo até o momento do consumo,
aumentando assim o tempo de prateleira do produto (prazo de validade). Foram
utiizadas duas espécies de peixe, separadamente, que possuem diferentes
concentracdes de lipideos (Salmo salar e Merluccius merluccius) [72] e foi realizado
um ensaio para verificar em qual espécie a adi¢cdo de sal de salicornia leva a um efeito

de inibicdo na formag&o destes compostos.

A escolha pela analise de aminas biogénicas em hamburgueres de peixe se deu
porque para preparacao deste tipo de alimento deve ser realizada moagem e mistura
de todas as partes do peixe e dos ingredientes, se estiverem presentes. Assim é
possivel ter uma mistura homogénea, que permitira a obtencdo de resultados mais
fidedignos. Além disso, o alimento triturado possui uma maior superficie de contato
com o ar e entre 0s componentes do alimento e a microbiota presente, o que facilita o
desenvolvimento de microrganismos na matriz alimentar. Logo, se houvesse
condicbes de desenvolvimentos de bactérias e, por conseguinte, de aminas
biogénicas, nas amostras, essas ocorreriam com maior facilidade auxiliando na
avaliacdo dos resultados dos ensaios. Assim a eficacia do sal de salicornia proteger o
alimento da producédo de ABs seria mais facilmente percebido. Além disso, como
foram feitos dois tipos de controlo: um sem adicdo de ingredientes e outro apenas com
adicdo de sal marinho, foi pensado na possibilidade de se comparar a eficacia do uso
de sal de salicornia, em comparacdo com o sal tradicionalmente adicionado a

preparados a base de peixe, na prevencao da producao destas aminas.

A escolha do uso da salicérnia ocorreu por diferentes motivos: pelo crescente uso
desta espécie em diferentes preparacdes culinarias, seja pela sua capacidade de
substituicdo do sal tradicional seja por possuir outras funcdes, logo possuindo um
interesse por parte da populagéo; pelo aumento do cultivo e/ou aproveitamento desta
planta, tanto pelos produtores quanto pelas pessoas no geral e pelo fato desta espécie
ser amplamente distribuida em Portugal, sendo encontrada facilmente em todo o

territério continental.
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6. Materiais e métodos

6.1 Reagentes e outros materiais

A histamina (97%), cadaverina (= 97%), agmatina (99%), putrescina (298,5%),
tiramina (= 98%), cloreto de dansilo (Dns-Cl) e o padréo interno (1,7-diaminoheptano)
foram adquiridos de Sigma-Aldrich (Saint Louis, MO, USA). A 2-feniletilamina (= 99%)
foi adquirida de Merck (Darmstadt,Alemanha). A triptamina (99%) foi obtida de Sigma
Chemichal Company (Saint Louis, MO, USA). O acetonitrilo de pureza HPLC (=
99,9%) utilizado foi do fabricante Honeywell/ Riedel-de Haén™ (Seetze, Alemanha).
Agua ultrapura foi obtida utilizando sistema de purificacdo de agua Milli-Q (Millipore,
Bedford, MA, USA). Os demais reagentes eram de grau analitico e foram: &cido
cloridrico (HCI) obtido de VWR™ (Rosny-sous-Bois, Franca); acido tricloroacético
(TCA) a 5% adquirido de Sigma-Aldrich (Saint Louis, MO, USA); hidréxido de sddio
(NaOH) adquirido de Fisher Chemical (Geel, Bélgica); carbonato de sddio (Na>COs)
adquirido de Merck (Darmstadt, Alemanha) em solucdo saturada; hidréxido de amonia
a 25% (solugdo aquosa de amonia) adquirido de Merck (Darmstadt, Alemanha) e
acetato de amonia 0,1M (solugdo movel A) obtido de PanReac AppliChem

(Darmstadt,Alemanha).

Para realizar a filtracao na extracdo e derivatizacdo foram utilizados papéis de filtro
gualitativo Whatman™ N°1 e filtros de seringa com poros de 0,2 um (CLARIFY-PTFE
13 mm Filtros de Seringa, hidrofilicos, nao-estéreis, 0.22 um, de CLARIFY Syringe

Filters™).

6.2 Preparo das solucoes

As solucbes de aminas biogénicas foram preparadas separadamente e com

preparacbes de mix, para serem utilizados tanto para a curva de calibracdo quanto
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para o ensaio de recuperacao. Todas as preparacdes foram realizadas seguindo as

normas de seguranca indicados pelos fabricantes para um manuseio adequado.

As solu¢gbes mae das aminas biogénicas foram preparadas com concentragao
de 1mg/mL em HCI 0,1 M. As solugbes de trabalho foram preparadas retirando-se 1
mL da solucdo estoque e adicionando-se HCI 0,1 M até 10 mL, para que sua
concentracdo fosse de 0,1 mg/mL. Das solucbes de trabalho de cada amina foram
retiradas aliquotas para formar misturas de padrbes com diferentes concentragfes
para construgdo da curva de calibragéo e verificacdo da sua linearidade, além do uso

para verificacdo da recuperacdo em amostras de peixe.

A solucdo-mée do padrédo interno (1,7-diaminoheptano) foi também preparada
com concentragdo de 1 mg/mL em HCI 0,1 M. O TCA foi dissolvido em &gua ultrapura

preparando uma diluicdo até concentracéo de 5%.

O reagente de derivatizag&o foi o cloreto de dansilo (Dns-Cl), que foi preparado
numa concentracdo de 5 mg/mL, dissolvido em acetona. O hidréxido de sédio foi
preparado até concentracdo de 2 M. A solugédo de carbonato de sodio saturado foi
preparada com agua ultrapura e, com o auxilio de um aparelho de ultrassom (Sonica,
Soltec®)

As solucbes-méae e solugdes de trabalho das aminas biogénicas, o padrédo
interno (PI), o derivatizante, as amostras extraidas e as amostras derivatizadas foram

armazenadas sob refrigeracéo (4°C).

6.3 Preparo das amostras

6.3.1 Peixes

Foram utilizados 2,2 kg de peixe da espécie Salmo salar (salmao-do-Atlantico)
e 2,2 kg de peixe de pescada europeia (Merluccius merluccius), para o preparo de
hamburgueres de 80 g. Os peixes foram adquiridos em uma peixaria local, onde foram
eviscerados, filetados, e foram retiradas as cabecas, espinhas e pele. Foram
transportados em saco térmico e preparados de imediato. Enquanto eram preparados

permaneciam em recipientes, que repousavam sob gelo, de modo a manter a
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temperatura mais baixa e ndo induzir a formacéo das ABs, que pudesse influenciar na
andlise realizada em seguida para determinar a concentracdo inicial destes
compostos. Apos serem preparados, embalados e identificados foram imediatamente
armazenados sob refrigeracdo, a 4°C, em camara frigorifica. Foram preparadas trés
categorias de hamburgueres com diferencas na composicdo: sem adicdo de

ingredientes, com adi¢do de sal marinho e com adicdo de sal de salicdrnia.

6.3.2 Sal de Salicérnia

A salicornia comercial utilizada indicava na embalagem a origem em Portugal e
continha somente essa planta na forma seca. O rétulo apresentava também a
quantidade aproximada de sédio existente, no entanto, para realizagéo deste trabalho,
a concentracdo precisava ser determinada analiticamente para que a quantidade
acrescentada de sal de salicérnia fosse correspondente aos valores de sal de cozinha
adicionados ao controlo (controlo com adicdo de sal), sendo este valor baseado nos

valores encontrados em hamburguer de peixe encontrados no mercado portugués.

Foi necessario realizar um compoésito de trés embalagens (3 X 45 @), todos do
mesmo lote, que foi misturado e moido até atingir uma moagem parecida com sal de

cozinha (sal de mesa), (Figura 7).

Figura 7 - Sal de salicornia
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A técnica analitica utilizada para determinar a concentracdo de sédio na
salicOrnia seca foi a espectroscopia de absorgdo atdbmica com atomizacdo em chama
(FAAS), utilizando o equipamento AAnalyst 200 (PerkinElmer, Uberlingen, Alemanha).
Antes da determinagdo da concentracao do sddio a amostra sofreu um pré-tratamento:

digestao acida assistida por micro-ondas.

O procedimento consistiu ha pesagem de aproximadamente 0,2 g de amostra
para vasos de Teflon, aos quais foram adicionados posteriormente 4 mL de acido
nitrico concentrado (HNOs; 69% m/m, TraceMetal™, Fisher Chemical) e 1 mL de
peréxido de hidrogénio (H202, 30-32% m/m, Primar™, for Trace Metal Analysis, Fisher
Chemical). Os vasos foram hermeticamente fechados e colocados dentro do forno de
micro-ondas. O programa de temperatura utilizado foi o seguinte: 1) de 0 a 10 minutos
— aumentar gradualmente a temperatura até atingir os 180°C; 2) de 10 a 30 minutos —
manter a temperatura a 180°C. Apds o término da digestdo, os vasos de Teflon foram
abertos, sendo o conteudo dos mesmos transferido para baldes volumétricos de 50
mL, aos quais foi adicionada agua ultrapura até a marca. As solucdes foram
armazenadas a 4° C até posterior analise. A amostra de salicornia foi digerida em

triplicado.

Para a andlise por FAAS, as amostras foram diluidas entre 100 e 1000 vezes
com uma solucdo diluida de HNO3 (0,2%, v/v). A curva de calibragédo foi preparada
com solugBes de sodio nas concentragdes entre 0,1 e 5 mg/L, preparados a partir de
solucdo padrdo de sddio (Sodium standard for AAS, TraceCERT®, 1000 mg/L Na in
nitric acid, Supelco, Bellefonte, PA). O resultado obtido foi expresso em g/100 g de sal
de salicornia [85]. ApOs andlise foi verificado que o sal de salicérnia utilizado
apresentava um teor de 12,8 g/100g de Na, o que representa 32,4 g de NaCl. Com
este valor é possivel substituir o sal tradicional pelo sal de salicornia para que

possuissem a mesma concentracéo de sodio

6.3.3 Preparo dos hamburgueres

Para preparar os hamburgueres, os filetes de cada espécie de peixe foram
moidos, separadamente, com o auxilio de um robé de cozinha multifuncdes (Vorwerk

Thermomix TM6 Bimby®), e devidamente homogeneizados com o0s demais
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ingredientes (quando aplicado), o que proporcionou uma uniformizacdo das amostras
e a consisténcia adequada para hamburguer. O sal marinho utilizado foi previamente
moido até que chegasse a textura do “sal de mesa” com auxilio de um moinho
(GRINDOMIX GM 200 Retsch). Todos os hamburgueres foram preparados no dia 0,
(dia em que chegaram no laboratorio), e cada um deles pesava aproximadamente 80 g
e media cerca de 8,6 cm de didmetro e 1 cm de espessura, para tal foram utilizados
moldes para alimentos em formato circular (PRESTO FoodStyle, da marca Tescoma.
Deste modo, para cada categoria, foram utilizados 730 g de peixe, totalizando 2190 g
para cada peixe (salmdo e pescada). Neste mesmo dia foram separados 6 ¢
(duplicado) de cada peixe, ap6s a moagem, para realizacdo das analises no dia 0, e

assim determinar a concentragao inicial das aminas biogénicas na matriz alimentar.

Os hambuargueres da categoria sem adicdo de ingredientes foram preparados
apenas com peixe, devidamente triturados até formar uma massa homogénea. Ja
agueles pertencentes a categoria com adicdo de sal, foram preparados para que
apresentassem 1% de sal (1g/100g) (concentragdo semelhante a outros produtos
derivados de peixe encontrados no mercado), desta forma foi necessario
homogeneizar 7,3 g de sal marinho com os 730 g de cada porcdo de peixe desta
categoria. Os hambulrgueres com salicérnia foram preparados para que
apresentassem a mesma concentracdo de sédio. Sabendo que o sal de salicérnia
utilizado apresentava 32,4 g de sédio, foi necessario o uso de 3,08 vezes mais o valor

utilizado de sal marinho.

Os hamburgueres foram armazenados em camara frigorifica, com temperatura

controlada (variacao de 3,6 a 4° C), em embalagens plasticas proprias para alimentos.

6.3.4 Identificacdo das amostras

Cada categoria, de cada espécie, recebeu um cédigo de acordo com o dia de
andlise (TO, T2, T5 e T8). Como é possivel visualizar nas Tabelas 4 e 5, os codigos
foram atribuidos para determinar também a quantidade de andlises realizadas em
cada dia. Em cada categoria foram preparadas 3 amostras independentes em

triplicado, exceto no primeiro dia, quando foram analisadas apenas duas amostras, por
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ndo haver variagcdo esperada. No dia de cada uma das analises, antes de ser
realizada a pesagem, cada hamburguer foi macerado dentro do préprio saco onde foi
armazenado. Esse passo foi feito para que houvesse a homogeneizacédo de todas as
ABs que pudessem ter sido produzidas durante o armazenamento, de modo que a

fracdo retirada para pesagem fosse representativa da amostra como um todo.

Dia
: TO T2 T5 T8
Categorias

Controlo sem CS01 CS21 CS5h1 CS81

sal CS02 CS22 CS52 CS82

CS23 CS53 CS83
Controlo com CSSs21 CSS5h1 CSS81
sal ) CSS22 CSS52 CSS82
CSS23 CSS53 CSS83

SS21 SS51 SS81

Salicérnia i SS22 SS52 SS82

SS823 SS53 SS83

Tabela 4. Cédigo das amostras de salmao

CS: controlo de salmédo sem adi¢ao de sal; CSS: controlo de salm&o com adigdo de sal e SS: salméo com salicérnia
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Dia
Categoria
Controlo sem CPO1 CP21 CP51 CP8s1
sal CP02 CP22 CP52 cP82
CP23 CP53 CPS83
Controlo com CPS21 CPS51 CPss81
sal i CPS22 CPS52 CPS82
CPS23 CPS53 CPS83
PS21 PS51 PS81
Salicornia ) PS22 PS52 PS82
PS23 PS53 PS83

Tabela 5. Cédigos das amostras de pescada

CP: controlo de pescada sem adi¢éo de sal; CPS: controlo de pescada com adi¢do de sal e PS: pescada com adi¢do

de salicérnia.
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6.4 Determinacdo das Aminas biogénicas

A metodologia utilizada na extracdo, derivatizacdo e na analise por HPLC foi
baseada no artigo de Zhai, et al, de 2012 [4], com algumas alteracbes. Este artigo
usado como referéncia também foi baseado em outros trabalhos. O processo de
extracao foi baseado no artigo de Mah et al, de 2002 [86], com algumas modificacdes.
J& o processo de derivatizagdo seguido foi o desenvolvido por Ben-Gigirey et al, de
1998 [87], também com algumas alteracdes sugeridas em Zhai, et al, [4]. A
determinagdo de aminas biogénicas da matriz alimentar é baseada em dois passos

principais: a extracdo e a determinagéo analitica [88].

6.4.1 Extracdo das Aminas Biogénicas

Para a realizagdo da extracdo, baseada no trabalho de Zhai, et al, de 2012 [4],
foram pesados 3 g de amostra em tubo de centrifuga de 50 mL, em que foram
adicionados 10 mL de TCA a 5% e 20 yL de PI (1,7-diaminoheptano a 1mg/mL). A
mistura foi homogeneizada com o Ultra-Turrax® IKA® T18 basic, e foi feita a
centrifugacdo por dez minutos a 5000 g a 4°C (Eppendorf Centrifuge 5810 R). O
sobrenadante gerado foi coletado e o residuo sélido resultante foi novamente sujeito a
extracdo com 10 mL de TCA. Os dois sobrenadantes foram combinados e filtrados
com papel de filtro qualitativo Whatman N° 1. O volume final foi ajustado até a medida
de 25 mL com TCA 5%.

6.4.2 Derivatizagéo

A maioria das aminas biogénicas nao possui cromoforos suficientes para serem
visualizados no espectro de luz visivel. Para isso o processo de derivatizacdo foi

desenvolvido, de modo a permitir a analise cromatogréfica e determinacdo da
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concentracdo dos compostos. Além disso, esse processo auxilia na estabilizacdo das
ABs [21]. Essas aminas que passam por processo de derivatizacdo adquirem
melhores propriedades cromatogréficas e tornam-se mais estaveis [17]. Neste trabalho
o derivatizante utilizado foi o cloreto de dansilo, que se associa com as aminas
formando um complexo mais estavel e com melhores propriedades cromatograficas.
Na Figura 8 pode ser observado um esquema que representa a reacdo entre amina e

derivatizante.

CH CH CHa CH
S\N‘/ 3 :\\N/ 3
Amina
R R
+ 1\\N/ R “=
H
S0, 50,
cl N
R R,
Cloreto de
dansilo Amina-dansilo

Figura 8 - Reacao entre cloreto de dansilo e aminas biogénicas

Adaptado de: Liu, Y, et al (2020) [89].

Para realizar a derivatizacdo foi seguido o trabalho de Zhai et al [4], j& por si
desenvolvido a partir do método proposto por Ben-Gigirey et al, de 1998 [86]. Desta
forma, 1 mL do extrato filtrado de cada amostra foi misturado com 200 pL de NaOH 2
M e 300 pL de Na,CO; saturado em tubo de centrifuga de 10 mL. Apoés
homogeneizagéo, foi acrescentado 2 mL do derivatizante (cloreto de dansilo) e a
mistura foi incubada por 45 minutos a 40°C em bloco de aquecimento Stuart®
SBH200D/3. Depois foi adicionado 100 pL de hidroxido de amoénia, de modo a
remover residuos do derivatizante livre. Seguiu-se uma nova incubacdo por trinta
minutos a temperatura ambiente e, apés esse periodo, o volume foi ajustado até 5 mL
com acetonitrilo. Essa mistura foi centrifugada por cinco minutos a 3000 g e depois foi

filtrada através de filtros de seringa de PTFE (poros de 0,2 um). Apoés filtracdo as
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amostras derivatizadas foram armazenadas em tubos Eppendorfs de 1 mL e uma

aliquota foi injetada no HPLC.

6.4.3 Analise das Aminas Biogénicas por HPLC-FLD

Foi utilizado HPLC de fase reversa (Jasco, Japao) com bomba (Jasco PU-1580),
unidade de gradiente quaternario (Jasco LG-1580-04), degaseificador (Jasco DG-
2080-53), forno de coluna (Jones Chromatography Model 7981), injetor automéatico
(Jasco AS-2057 Plus) com loop de 100 L, detetor de fluorescéncia (Jasco FP 4025),
interface para aquisicdo de dados (Jasco LC-Net II/ADC) e software ChromNAV. A
coluna cromatogréfica utilizada foi YMC - Triart C18 (250 mm x 4,6 mm; 3 um, 12 nm).
As condi¢cbes cromatogréaficas foram realizadas de acordo com Zhai et al [4]. O fluxo
usado foi de 1 mL/min a temperatura de 40°C. A fase movel foi composta por 3

eluentes (A: acetato de amonia 0,1 M; B: &gua ultrapura e C: acetonitrilo).

O gradiente de eluicao esta apresentado na Tabela 6. O tempo de corrida foi de 30
minutos e as amostras foram detetadas a 350 nm, para o comprimento de onda de
excitacdo e 520 nm para comprimento de onda de emissdo. O volume de injecéo foi
de 50 pL.

Tempo (min.) A (%) B (%) C (%)
0 15 35 50
6 20 15 65
15 17 15 68
25 10 0 90
25,1 15 35 50
30 15 35 50

Tabela 6: Programa do gradiente de eluicdo para separacdo das aminas biogénicas. A: acetato de amonia 0,1 M; B:

agua ultrapura; C: acetonitrilo)
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6.4.3.1 Controlo de Qualidade Analitico

Varios parametros foram avaliados, de modo a garantir a aplicabilidade do
método utilizado nas condicdes e nos equipamentos do laboratério. Para isso,
recorreu-se a parametros analiticos como a linearidade, LOD, LOQ, precisao e
recuperacao. A validagéo foi realizada de acordo com as diretrizes determinadas pela
International Conference on Harmonization of Technical Requirements (ICH) e pela
Food and Drug Administration (FDA) [93, 94]. A curva de calibragdo foi realizada de
modo a verificar a capacidade do equipamento de realizar a quantificacdo destes
compostos nas amostras analisadas e para verificar a linearidade dos resultados

adquiridos.

A calibracéo foi realizada através do método da curva de calibracdo externa
com adicdo de 20 pL de padréo interno e para construcdo da curva de calibracdo foi
feita a derivatizagdo de 1 mL de diferentes quantidades de padréo das diferentes

aminas biogénicas, com PI.

Assim, a curva de calibragéo foi construida utilizando sete pontos de calibracdo
numa gama de concentragdes (1, 2, 4, 10, 20, 40 e 80 mg/L) semelhante a descrita
por Zhai, et al [4]. Foi feita adigcdo de Pl na concentracdo equivalente a adicionada as
extracdes das amostras, sendo seguida de 1 mL de cada concentragdo sujeito a
derivatizagdo tal como anteriormente descrito para as amostras. Para cada
concentracéo realizaram-se trés diluicbes e derivatizagbes de forma independente.
Assim as curvas calibracdo foram estabelecidas relacionando a propor¢éo entre a area
de cada amina biogénica com a area do Pl em funcao da concentracdo de cada

amina.

Os limites de detecdo (LOD) e os limites de quantificacdo (LOQ) foram
determinados com base nos valores obtidos dos brancos (n = 2), através da férmula:
LOD = 3.30/S e LOQ = 100/S, respetivamente (onde o significa o desvio padrdo da

leitura dos brancos e S o declive obtido na curva de calibragido expressa em mg/L). O
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fator de correcdo derivado da massa utilizada e diluicdes decorrentes do processo

extrativo foi aplicado para expressar os resultados em mg/kg.

O ensaio realizado para determinar a recuperacao corresponde a quantidade
de analito recuperado relativamente a quantidade tedrica de padrao adicionado. Este
ensaio foi realizado com a fortificacdo de uma amostra de salmao, previamente
adquirida para este efeito, com trés diferentes niveis de concentracdo: 3, 8 e 20 mg/kg,
de cada amina biogénica. A recuperacdo dos analitos ndo precisa chegar a 100%,
mas a recuperagao dos analitos e do padréo interno devera ser consistente, precisa e
reprodutivel [93]. Para preparar as solu¢des nestas concentragbes, foi feita uma
solucdo inicial, contendo todas as aminas biogénicas, sem o PI, com concentragdo de
100 pg/mL. A partir desta solugéo foram retiradas as aliquotas para as solugdes dos
diferentes niveis. Como foram utilizadas 3 gramas de amostra (peixe) foi necessario
multiplicar a quantidade que seria inoculada por trés. Para o nivel 1 (3 mg/kg) foi
adicionado 90 puL; para o nivel 2 (8 mg/kg) foi adicionado 240 pL e para o nivel 3 (20
mg/kg) foi acrescentado 600 pL. Também foi feita a extragdo da amostra de peixe sem
adicdo de padrdes, apenas com adicdo do PI, assim era possivel identificar as aminas
presentes na amostra (sem que tivesse sido adicionado padrdes) e suas

concentracdes para assim poder calcular a recuperagdo nas amostras fortificadas.

A precisdo pretende avaliar a dispersao dos resultados entre ensaios repetidos
sobre uma mesma amostra num minimo de trés determinac¢des por concentragdo [93].
A precisdo pode ser avaliada a partir de dois niveis: pelo estudo da repetibilidade ou
precisdo intra-dia e pela precisdo intermédia ou precisao inter-dia. A repetibilidade foi
avaliada no mesmo dia em trés diferentes concentragbes (3, 8 e 20 mg/kg) e em
triplicata, correspondendo a um total de nove determinacdes. A precisédo intermédia
também foi determinada, nas mesmas concentracdes, com trés determinag¢des por dia,
em trés dias seguidos. Os resultados destes dois parametros foram expressos em
%RSD.

6.6 Analise estatistica

A andlise estatistica foi realizada utilizando o software de analise GraphPad

Prism 8 (GraphPad Prism Software Inc., San Diego, California). Todas as analises
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foram realizadas em triplicado, sendo os resultados apresentados como concentracao
média e desvio-padrdo. A normalidade dos dados foi testada usando o teste de
Shapiro-Wilk. A homogeneidade das variancias foi testada usando o teste de Levene.
Para avaliar as diferengcas nas concentragcbes das aminas biogénicas entre as
condicOes testadas foi utilizada a One way ANOVA seguido do teste de comparacdes

multiplas de Bonferroni. O nivel de significancia definido foi de 0,05.

7. Resultados e Discussao

7.1 Controlo de Qualidade analitico

Na Figura 9, observa-se um cromatograma tipico de uma mistura das aminas
em estudo, além do PI, com concentragdo de 20 pg/mL, onde estdo identificados os

picos de cada amina.
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E importante salientar que a amina biogénica agmatina foi preparada assim
como as demais aminas, inclusive a curva de calibracdo e recuperacéo, além de ter
sido analisada nas amostras. No entanto esta amina apesar de apresentar picos
identificAveis nas corridas cromatogréficas (tempo de retencdo anterior ao
apresentado no detalhe de cromatograma na Figura 10), apresentavam a presenca de
interferentes (possivelmente residuos resultantes da derivatiza¢do), de modo que a
sua quantificagcao ficou comprometida, uma vez que néao foi possivel diferenciar com
precisdo esta AB dos interferentes. Por este motivo a agmatina foi excluida dos
resultados. Para trabalhos futuros sera preciso optimizar a resolugdo cromatografica
na porc¢ao inicial da corrida, possibilitando a separacao inequivoca desta amina dos

interferentes.

Os parametros da curva de calibragdo encontram-se na Tabela 7. A linearidade
do método pode ser demonstrada através do estudo estatistico dos parametros da
reta, onde através do coeficiente de correlacdo (R?) é possivel observar que foi obtida
uma excelente resposta linear entre as duas variaveis para todos os compostos (0,999

a 1), dentro da gama de trabalho.
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Aminas Biogénicas Equacéo de regresséo R?
2-FEN y =0,7357x — 0,065 0,999
CAD y=1,1774x + 0,0233 0,9995
HIS y =0,2676x — 0,035 0,999
PUT y =1,053x + 0,027 1
TIR y = 0,2972x + 0,003 0,9992
TRIP y =0,5687x + 0,0874 0,9995

Tabela 7: Equacdo de regressdo e R? das aminas biogénicas. HIS: histamina; TRIP: triptamina; 2-FEN: 2-

feniletilamina; PUT: putrescina; CAD: cadaverina e TIR: tiramina.

O Limite de Detecéo (LOD), a menor concentracdo do composto analisado que

se consegue determinar, e que consegue ser distinguido da sua auséncia. O Limite de
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Quantificacdo (LOQ) é a menor concentracdo passivel de ser quantificada com
precisdo de um determinado composto. Assim os valores de LOD e LOQ foram
determinados para cada composto, como € possivel visualizar na Tabela 8. Estes
valores sdo importantes na andlise dos resultados obtidos para cada composto nas
amostras e para os célculos estatisticos dos compostos ndo detetados e n&o
guantificaveis. Os valores obtidos sdo semelhantes aos descritos por Zhai et al. [4] que
descreveu LOD de 0,02 mg/kg para PUT, 0,3 mg/kg para CAD e 0.05 mg/kg para 2-
FEN, 0,08 mg/kg para TRIP, 0,14 mg/kg para TIR e 0,24 mg/kg para HIS.

Aminas LOD LOQ
2-FEN 0,124 0,377
CAD 0,078 0,235

HIS 0,342 1,036
PUT 0,087 0,263
TIR 0,308 0,933
TRIP 0,161 0,487

Tabela 8: LOD e LOQ das aminas biogénicas expressos em mg/kg. HIS: histamina; TRIP: triptamina; 2-FEN: 2-
feniletilamina; PUT: putrescina; CAD: cadaverina e TIR: tiramina.

Para avaliar a aplicabilidade do método escolhido para este estudo, foram
realizados ensaios de recuperacdo a trés niveis de concentragdo (3, 8 e 20 mg/kg)
aplicados em amostras de salmado (Tabela 9). Através destes ensaios, foi possivel
observar uma recuperacao satisfatoria e consistente, para todas as aminas nas trés
concentracdes utilizadas para fortificar, estando todos os valores dentro do intervalo
aceitavel (70-120%) de recuperacao preconizados pelo ICH [90,91].
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A Recuperacao (%) Recuperacao (%) Recuperacao (%)
3 mg/kg 8 mg/kg 20 mg/kg
2-FEN 99,3+4/4 84,1 +577 80,8 + 0,05
CAD 96,6 + 0,1 1056 +1,1 85,6 +2,2
HIS 106,1+1,0 109,6 + 0,32 82,49 +0,1
PUT 83,2+0,2 90,1 +6,95 70,6 £ 0,6
TIR 101,4+1,0 78,1+ 3,7 78,7+ 3,3
TRIP 98,8 + 3,95 105,5+0,2 92,3+0,17
Tabela 9. Recuperagéo do método a trés niveis (3, 8, 20 mg/kg) aplicado em amostra de salméo, expressa em %. HIS:
histamina; TRIP: triptamina; 2-FEN: 2-feniletilamina; PUT: putrescina; CAD: cadaverina e TIR: tiramina

Na figura abaixo (Figura 10) encontra-se um cromatograma da amostra de
salméo utilizada para os ensaios de recuperacdo amostra de recuperagdo sem adicédo
de padrbes, mas com Pl (a preto), sobreposto com um cromatograma da mesma

amostra com adicdo de padrdes na concentracdo correspondente a 20 mg/kg (a

cinza). 250001
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Figura 10 — Cromatograma de uma amostra de salmao sem adi¢cdo de padrbées, mas com Pl em preto, sobreposto a um
cromatograma da mesma amostra com adi¢cdo de padrBes na concentragdo de as recuperagbes a 20 mg/kg. No
detalhe os picos das aminas que foram detetadas préximas umas das outras, com o Pl entre a cadaverina e tiramina
(HIS: histamina; TRIP: triptamina; 2-FEN: 2-feniletilamina; PUT: putrescina; CAD: cadaverina; Pl: padréo interno; TIR:

tiramina).

Para avaliar a repetibilidade (intraday) e a precisao intermédia foram utilizados
os derivatizados da recuperacéo (3, 8 e 20 mg/kg), do mesmo dia e em dias distintos
(interday), de cada concentragédo usada. Para o intraday foi analisado os resultados de
um mesmo dia de cada uma das concentragfes (3, 8, 20 mg/kg). Para o interday, que
avalia a capacidade de repeticdo dos resultados em dias diferentes, essas amostras,
de cada concentragdo, foram injetadas novamente no HPLC, em 3 dias, de modo a
determinar a preciséo intermediaria e avaliar o desvio que pode existir [92]. Este tipo

de método é chamado de estudo intraday e interday.

Assim os resultados foram calculados e comparados com o0s limites
determinados pela literatura [93], que permite uma variacédo até 15%. E importante
salientar que para a menor concentragdo aceita-se um valor de até 20%. Na Tabela 10
e visualiza-se os resultados de CV para cada amina, tanto intra-dia, quanto inter-dia,

com valores abaixo do limite maximo (15%).
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Aminas CV de 3 mg/kg CV de 8 mg/kg CV de 20 mg/kg
Intraday Interday Intraday Interday Intraday Interday

2-FEN 0,13 11,3 6,6 7,6 2,8 0,06
CAD 1,7 3,4 9,4 0,4 3,5 0,4
HIS 9,4 9,8 4,1 2,8 6,3 3,6
PUT 3,0 11 9,3 2,4 4,6 0,25
TIR 1,2 1,7 4,8 0,8 3,9 0,09
TRIP 29 3,2 9,2 1,6 1,7 0,2

Tabela 10: Repetibilidade (intraday) e precisdo intermédia (interday) do método (CV %). HIS: histamina; TRIP:
triptamina; 2-FEN: 2-feniletilamina; PUT: putrescina; CAD: cadaverina e TIR: tiramina.
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7.2 Resultados das Aminas Biogénicas nas amostras

7.2.1 Aminas biogénicas no salmé&o-do-Atlantico e na pescada europeia

As aminas biogénicas presentes nos peixes utilizados para o estudo, salméo-
do-Atlantico e pescada europeia, foram avaliadas no dia da aquisicdo e preparo dos
peixes. Os resultados obtidos nas amostras de salméo e de pescada no dia 0 podem
ser observados na Tabela 11.

Amostras HIS TRIP 2-FEN PUT CAD TIR
Dia 0 5,0+0,18 1,7+0,12 1,2+0,05

Salmao (3,56) NQ ND (7,15) (4,38) ND
Dia 0 8,3+1,18 0,6+0,06 0,3+0,03

Pescada (14,15) NQ ND (11,02) (9,20) ND

Tabela 11: Resultados das ABs iniciais em hamburgueres de salméo e de pescada em mg/kg (resultados apresentados
como média + desvio padrédo, n = 3, RSD entre parénteses)

Ng: ndo quantificavel e Nd: ndo detetado, com LOQ de TRIP: 0,487; LOD de 2-FEN e TIR: 0,124 e 0,308 mg/kg,
respetivamente. HIS: histamina; TRI: triptamina; 2-FEN: 2-feniletilamina; PUT: putrescina; CAD: cadaverina e TIR:
tiramina.

Relativamente aos resultados do dia O (dia em que os peixes chegaram ao
laborat6rio) a histamina foi a AB mais abundante (5 * 0,18 mg/kg), seguida da
putrescina (1,7 = 0,12 mg/kg) e da cadaverina (1,2 + 0,05 mg/kg). No trabalho de Di
Toro, et al [59] os autores ndo detetaram a histamina nos primeiros dias de
armazenamento das suas amostras de filetes de salmdo armazenadas a 4°C. No
trabalho de Dondero, et al [79] foram utilizadas amostras de salmdo (Salmo salar)
defumado embalado a vacuo, tendo sido encontrados valores inferiores a 18 (mg/kg)
em temperaturas de cerca de 4°C, que foi a mesma temperatura utilizada nas
amostras aqui apresentadas. A putrescina pode ser encontrada no peixe logo apos a

pesca, resultado também corroborado no artigo de Di Toro, et al [59]. No entanto a
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histamina ndo €, normalmente, encontrada no peixe logo apés a sua morte, sugerindo,
0 peixe adquirido ja estava sofrendo um processo de degradacdo e acao de
microrganismos capazes de produzir essa amina. A concentracao de triptamina nao foi
possivel de se quantificar com precisdo estando por isso abaixo do LOQ. Ja a 2-

feniletilamina e a tiramina ndo foram detetadas.

Em relacdo a pescada europeia, no dia 0, que foi o dia da chegada dos peixes
no laboratorio, as amostras apresentaram uma menor formacdo de putrescina e
cadaverina se comparadas com as amostras de salmédo, com 0,6 + 0,06 mg/kg e 0,3 £
0,03 mg/kg, respetivamente, mas obtiveram um valor maior de histamina, com 8,3 *
1,18 mg/kg, como observado na Tabela 11. Em relag&o a triptamina, assim como no
salmdo, as concentragbes foram muito baixas e ndo foi possivel quantifica-las. A
tiramina e 2-feniletilamina ndo foram detetadas. A concentragdo de putrescina foi
menor do que a encontrada no trabalho de Ruiz-Capillas e Moral [38], em que foram
encontradas concentragbes de 3,08 mg/kg em pescada europeia frescas, jA a
cadaverina apresentou um valor bem proximo ao encontrado por estes mesmos

autores e a tiramina nao foi encontrada.

No artigo de Baixas-Nogueras, et al [8], os autores relatam a presenca de
certas aminas no dia 0, em pescadas armazenadas em gelo. Encontraram a
putrescina em concentragfes bem acima do que neste trabalho, com 1,74 mg/kg. O
mesmo ocorrendo com a cadaverina, mas 0s autores encontraram uma menor
concentracdo de histamina. Neste artigo os autores identificaram a tiramina,
diferentemente das amostras deste trabalho. Outros artigos, como o de Baixas-
Nogueras, et al [81] relatam gque certas aminas como cadaverina, histamina e tiramina
nao foram detetadas, mas em peixes congelados, o que pode ser uma prova da

influéncia que a temperatura possui ha formacgéo destes compostos.

7.2.2 Formacdo de Aminas Biogénicas no salmdo ao longo do periodo de

armazenamento

A partir do segundo dia é possivel observar um aumento consideravel na

concentracdo de aminas biogénicas nas amostras de salméo, sendo possivel detetar e
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quantificar todas as aminas encontradas (HIS, TRIP, 2-FEN, PUT, CAD e TIR), como
se observa na Figura 11. O aumento mais marcante ocorreu na cadaverina com
valores entre 112,1 + 6,25 mg/kg (amostras com salicornia) e 125,9 + 5,83 mg/kg
(controlo com sal), seguido da histamina, com valores entre 67,5 + 5,95 (amostras com
salicornia) e 79,7 + 2,27 mg/kg (controlo sem aditivos), nas trés condicdes testadas
(controlo sem adicao de ingredientes, controlo com adicdo de sal marinho e adicdo de
sal de salicérnia). No dia 2 foi notado uma diferenca nas concentra¢des da histamina,
tiramina, putrescina e cadaverina nas trés condi¢gbes, mas as diferencas entre estas
ndo foram consideradas significativas (p<0,05). A triptamina foi encontrada em
concentracdes passiveis de serem quantificadas, com valores entre 1,5 + 0,05 e 2,0 +
0,33 mg/kg nas amostras controlo sem aditivos e amostras com salicOrnia,
respetivamente. A 2-feniletilamina passou a ser detetada, com concentra¢des entre
2,7 + 0,05 (controlo sem aditivos) e 5,7 £ 0,57 mg/kg (controlo com sal). A putrescina
também apresentou um aumento nas suas concentra¢cdes em todas as amostras, com
valores entre 7,1 + 0,46 mg/kg (amostras com salicornia) e 9,8 = 0,06 mg/kg (controlo

com sal).

Nas amostras do dia 5, a histamina e a 2-feniletilamina apresentaram um
aumento significativo se comparados com o dia 2, com HIS apresentando valores
entre 109,9 + 14,45 mg/kg (controlo com sal) e 134,8 + 1,8 mg/kg (controlo sem
aditivos) e 2-FEN apresentando os seguintes valores: 18,5 + 1,21 mg/kg (amostras
com salicérnia), 29,2 + 3,7 mg/kg (controlo com sal) e 30,2 + 3,6 mg/kg (controlo sem
aditivos), em que as diferencas entre as amostras com salicérnia foram
significativamente menores do que os controlos (p<0,05). A tiramina e putrescina
apresentaram um aumento consideravel nas trés categorias de amostras, com valores
entre 56,7 + 3,63 mg/kg (amostras com salicérnia) entre 61,1 + 2,93 mg/kg (controlo
sem aditivos) e entre 38,2 =+ 2,2 mg/kg (controlo sem aditivos) e 46,2 + 6,52 mg/kg
(controlo com sal), respetivamente. O aumento da triptamina, se comparado com o dia
2, foi pouco percetivel, alcangando a concentragdo maxima de 3,8 £+ 0,3 mg/kg no
controlo sem aditivos. Neste dia a cadaverina manteve sua tendéncia e foi a amina
com as maiores concentragcbes em todos os tratamentos, atingindo os seguintes
valores: 142,6 £ 17,8 mg/kg (controlo sem aditivos), 178,1 + 7,6 mg/kg (amostras com
salicornia) e 189,1 + 3,95 mg/kg (controlo com sal), com diferencga significativa entre o

controlo sem aditivos e as outras duas categorias (p<0,05)
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Na Figura 11, em forma de graficos, estdo apresentados o0s resultados

estatisticos nas amostras de salmdo, com as diferencas significativas (p<0,05)

identificadas com asterisco e uma linha entre as categorias que apresentaram essa

diferenca.
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Figura 11 - Gréficos representativos da concentragdo das aminas biogénicas (expressos em mg/kg, n = 3 x 3, trés
hamburgueres independentes analisados em triplicata) nos hamburgueres de salméo ao longo do armazenamento (dia
2 a dia 8). * indica diferenca estatisticamente significativa entre as amostras (p<0,05). As amostras codificadas sdo: CS
(controlo sem aditivos), CSS (controlo com sal) e SS (amostra com salicérnia), sendo os numeros 2, 5 e 8

correspondente ao dia de armazenamento.

A partir desse dia o hamburguer ja seria considerado impréprio para consumo
ja que a concentracdo de histamina ultrapassou o limite méaximo definido pela
legislacdo europeia, de 100 mg/kg [43] sendo a analise desta amina um dos pontos
criticos no controlo de qualidade dos peixes. Apesar de néo ter sido realizada a
analise sensorial destes hambulrgueres, os aspetos sensoriais percecionados das
amostras ndo estavam totalmente comprometidos, o odor se apresentava um pouco
alterado, mas sua textura e aparéncia estavam como no dia 0. Isto corrobora o que
varios autores relatam, nomeadamente que a concentracdo de ABs pode alcancar
niveis elevados, até mesmo ultrapassar o limite maximo definido pela legislagdo
(histamina), antes que o alimento apresente caracteristicas que o consumidor
consideraria improprias para consumo [5,22,28]. Nestas concentra¢gdes a histamina ja
pode causar intoxicacdo e com a influéncia de outras aminas como cadaverina e

putrescina essa toxicidade pode ser intensificada.

Nas amostras do dia 8 nota-se que os valores de histamina foram muito
proximos nas trés condi¢des, com valores entre 183,8 + 11,78 mg/kg (amostras com
salicérnia) e 186,2 + 5,48 mg/kg (controlo com sal), muito acima do limite maximo
permitido pela legislacdo. Na triptamina os valores continuaram baixos, variando entre
5,4 £ 0,87 mg/kg nas amostras com salicérnia e 6,1 + 0,79 mg/kg nas amostras com
adicdo de sal. Relativamente & 2-feniletilamina, a variagdo das concentragdes entre as
categorias foi maior: o menor valor foi o do controlo sem sal (46,2 + 2,83 mg/kg),
seguido das amostras com salicérnia (58,3 + 8,9 mg/kg) e controlo com sal (72 + 9,82
mg/kg), com diferencas significativas entre cada um dos trés tratamentos, (p<0,05). A
concentracdo de putrescina variou de 60,2 + 5,92 mg/kg (controlo sem aditivos) a 71,7
+ 3,62 mg/kg (controlo com sal). A cadaverina foi a amina que apresentou as
concentragcdes mais elevadas no final do periodo de armazenagem, tendéncia que
ocorreu desde o segundo dia. A concentracdo de cadaverina foi sempre superior a 200

mg/kg, chegando a 245,6 + 6,06 mg/kg nas amostras do controlo sem aditivos. A
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diferenca entre os tratamentos ndo foi significativa em nenhuma das aminas

biogénicas analisadas no oitavo dia de armazenamento, exceto na 2-feniletilamina.

Esses valores da cadaverina, que aumentaram desde o dia 2 de
armazenamento, € um dado relevante uma vez que esta amina pode levar a um
aumento da toxicidade da histamina, pelo comprometimento do sistema de
detoxificacdo no organismo humano [11, 16, 27]. Logo, a ingestdo dessas amostras,
gue ainda estavam dentro do limite permitido em relagéo a histamina, poderia levar a

uma intoxicagédo, principalmente em pessoas mais sensiveis.

E importante salientar que no dia 8 das anélises os hambdrgueres ja
apresentavam uma mudanca na textura, apresentando-se mais amolecidos e com um
odor forte e desagradavel, ou seja, ja com sinais claros de deterioracdo, o que seria
considerado indesejavel pela maioria dos consumidores. Nas amostras de salméo as
ordens dos resultados das aminas biogénicas no ultimo dia de armazenamento (8° dia)
foram: CAD > HIS > TIR > PUT > 2-FEN > TRIP, nas amostras com adi¢do de
salicornia e controlo sem aditivos e CAD > HIS > TIR > 2-FEN > PUT > TRIP.

Atualmente, existem poucos artigos na literatura em que foram estudados os
efeitos da Salicornia ramosissima na inibicdo da formag&o de aminas biogénicas em

salmao e outros produtos a base desta espécie.

7.2.3 Formacdo de Aminas Biogénicas na pescada ao longo do

armazenamento e efeito da salicornia

Nas amostras de pescada do segundo dia, a 2-feniletilamina e tiramina
continuaram a nao serem detetadas. A maior diferenca (p<0,05) na concentracdo das
aminas foi com a histamina, entre as amostras do controlo com sal e as com adicao de
salicornia, que apresentaram valores de 9,7 mg/kg + 1,76 e 4,9 mg/kg = 0,72,
respetivamente, sendo possivel dizer que o controlo com sal apresentou quase o
dobro da concentragdo de histamina das amostras com salicornia com essa diferenca
sendo considerada significativa, (p<0,05), como se observa na Figura 12. Na
triptamina a diferenca foi significativa (p<0,05) entre cada um dos tratamentos, com

concentracdes de 0,6 + 0,11 mg/kg (controlo sem aditivo), 1,5 + 0,18 mg/kg (controlo
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com sal) e 1,14 + 0,14 mg/kg (amostras com salicérnia). Houve um aumento nha
concentracdo da putrescina e cadaverina, exceto nas amostras com salicérnia em que
o valor da putrescina foi o0 mesmo encontrado no peixe analisado no dia 0. As
concentracbes da putrescina variaram de 0,6 £ 0,06 mg/kg nas amostras com
salicornia até 1,8 + 0,16 mg/kg no controlo sem aditivos. Ja a cadaverina alcancou
concentracdes entre 1,0 + 0,17 mg/kg nas amostras com salicérnia e 3,6 + 0,6 mg/kg
no controlo com sal. Entretanto as diferencas encontradas nestas duas aminas (CAD e

PUT) nao foram significativas (p<0,05).
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Figura 12 - Resultados estatisticos da concentracdo das aminas biogénicas nas amostras de pescada, com p<0,05, em
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Nos hamburgueres de pescada do dia 5 foi possivel observar um aumento na
concentragdo da histamina e o controlo sem aditivos foi 0 que apresentou menores
concentracdes (10,3 + 1,89 mg/kg), seguido das amostras com salicérnia (13,7 £ 0,95
mg/kg) e do controlo com sal (15,2 + 0,3 mg/kg), sendo a diferenga entre os controlos
significativa (p<0,05). Porém, nestas duas ultimas os valores foram bem préximos.
Nas trés categorias nao foi possivel quantificar a triptamina, enquanto a 2-
feniletilamina so6 foi identificada nas amostras com salicérnia (1,0 £ 0,05 mg/kg), o que
levou a existir uma diferenca significativa (p<0,05) entre essas amostras e 0s
controlos. A tiramina ndo foi detetada apenas nas amostras do controlo sem aditivos,
mas nas outras amostras as concentragdes encontradas foram baixas, com o controlo
com sal apresentando valores de 0,5 + 0,1 mg/kg e amostras com salicornia
apresentando 1,2 + 0,24 mg/kg. A putrescina apresentou 0s menores valores no
controlo com sal (5,6 + 1,08 mg/kg), seguido do controlo sem aditivos (7,1 £ 1,25
mg/kg), com as amostras com salicérnia apresentando as maiores concentracoes (8,6
+ 0,87 mg/kg), sendo a diferenca, entre esta Ultima categoria e o controlo com sal,
significativa (p<0,05). A cadaverina foi a amina que alcancou as maiores
concentragdes nos trés tratamentos, com valores de: 38,2 + 5,1 mg/kg (controlo sem
aditivos), 30,4 = 3,1 mg/kg (controlo com sal) e 18,0 £ 1,67 mg/kg (amostras com
salicdrnia). O aumento desta amina foi consideravel se comparado com os resultados
obtidos no segundo dia; enquanto no dia 2 a histamina foi a amina mais abundante, no
quinto dia a cadaverina passou a ser a amina em maiores concentracdes. E
importante salientar que a diferenca encontrada entre as amostras com salicérnia e
entre cada um dos controlos foi considerada significativa (p<0,05) em relagdo a

cadaverina.

Este é um resultado promissor para a induUstria alimentar e para 0s
consumidores, uma vez que ficam mostrados alguns beneficios da substituicdo do sal
tradicional por sal de salicérnia, nomeadamente ao nivel da preservagdo dos
alimentos. Os resultados deste estudo permitem ser mais um contributo para o corpo
de conhecimento técnico-cientifico que propde esta substituicio em diferentes

alimentos [62].

Nas amostras do dia 8 houve um aumento na concentracdo da histamina nas
trés categorias, porém foram as amostras com salicrnia que apresentaram 0s

maiores valores (17,9 + 2,49 mg/kg), com o controlo com sal apresentando valores
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bem préximos (16,9 £ 2,26 mg/kg); o controlo sem aditivos apresentou as menores
concentracdes, com 10,15 + 0,04 mg/kg, sendo a diferenca entre esse valor e aqueles
encontrados nas outras duas categorias considerada significativa (p<0,05). E
importante salientar que em nenhuma das amostras foi ultrapassado o limite maximo
determinado para histamina, de 100 mg/kg, diferentemente do que ocorreu com 0s
hambdrgueres de salméo. A triptamina ndo pode ser quantificada em nenhuma das
amostras, enquanto a 2-feniletilamina s6 néo foi detetada no controlo sem aditivos,
tendo sido obtido valores de 0,9 + 0,04 mg/kg no controlo com sal e 1,2 + 0,09 mg/kg
nas amostras com salicérnia; a diferenca entre cada um dos tratamentos foi
significativa (p<0,05). Na putrescina, tiramina e na cadaverina as maiores
concentragdes foram encontradas no controlo sem aditivos, com 10,7 + 0,21, 4,6 £
0,88 e 91,2 (£ 6,79 mg/kg), respetivamente. Nesta mesma ordem foram encontrados
0s seguintes valores no controlo com sal: 6,7 = 0,17 mg/kg, 2,4 + 0,47 mg/kg e 65,2 +
4,39 mg/kg e nas amostras com salicérnia com 5,7 + 0,68 mg/kg, 1,6 = 0,1 mg/kg e
16,3 £ 0,8 mg/kg. As diferencas significativas (p<0,05) foram encontradas na
putrescina entre o controlo sem aditivos tanto em relacdo ao outro tipo de controlo
guanto com as amostras com salicOrnia; em relagdo a tiramina a significancia foi
identificada entre os controlos e entre o controlo sem aditivo e as amostras com
salicornia; em relacdo a cadaverina houve significancia na diferengca entre cada um
dos tratamentos. A ordem das aminas biogénicas encontradas nas amostras de
pescada no ultimo dia de armazenamento (8° dia) foram: HIS > CAD > PUT > TIR > 2-
FEN > TRIP, nas amostras com salicérnia; CAD > HIS > PUT > TIR > 2-FEN > TRIP,
no controlo com adi¢céo de sal e CAD > HIS > PUT > TIR > TRIP > 2-FEN, no controlo

sem aditivos.

No artigo de Baixas-Nogueras, et al [8], os autores analisaram amostras de
pescada europeia armazenada sob refrigeracdo, mas sem o processamento sofrido
nesta dissertacdo, em que os peixes foram triturados para serem transformados em
hamburgueres. Isso pode explicar as diferengas encontradas na concentracdo de
aminas ao fim de oito dias de armazenamento que podem ser analisados nos dois
trabalhos. No artigo de Baixas-Nogueras, et al, as amostras apresentaram valores
mais baixos de putrescina, cadaverina e histamina. No entanto, a concentragdo de
tiramina foi muto parecida com os do controlo sem aditivos: no artigo 4,51 mg/kg e 4,6

mg/kg (+ 0,88). Isso quer dizer que as amostras com adi¢do de salicérnia parecem ter
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uma menor concentracdo de tiramina (1,6 mg/kg) se comparados com os resultados

deste ensaio e deste artigo.

Assim como varios autores relatam, a cadaverina foi a amina biogénica mais
abundante, tanto no controlo sem aditivos quanto no controlo com sal, sendo um dos
motivos de certos trabalhos sugerirem o uso desta amina no controlo de qualidade da
pescada europeia [18,82]. Nas amostras com salicOrnia a amina mais abundante foi a
histamina (17,9 + 3,52 mg/kg) seguido da cadaverina (16,3 + 1,13 mg/kg). Neste dia
esses hamburgueres apresentavam alteragbes sensoriais bem percetiveis, mas
menos intensas que as amostras de salmdo. A textura se apresentava mais
amolecida, pouco firme, jA com sinais de deterioracdo das fibras musculares. O odor
também se encontrava alterado, com sinais claros de deterioragdo, que ja seriam

suficientes para a ndo aceitacdo da maioria dos consumidores.

De modo geral, as amostras de pescada apresentaram concentragdes menores
de aminas biogénicas se comparadas com as amostras de salmdo. A cadaverina foi a
amina mais abundante nas amostras dos dois tipos de peixe ao final de 8 dias, porém
enquanto a pescada apresentou a maior concentracdo de 91,25 + 6,79 mg/kg, no
salmao foi de 245,5 + 6,06 mg/kg, ambas no controlo sem adi¢do de ingredientes.

7

Também é importante salientar que neste trabalho ndo foram realizadas
analises microbioldgicas, logo ndo foi possivel determinar se 0 uso deste sal tem
influéncia inibitéria na microbiota encontrada neste alimento. Também néo foi possivel
determinar a populacao bacteriana, mas nos dois tipos de hamburguer ja havia sinais
claros de deterioracao, logo no ultimo dia e, mesmo sem os resultados das aminas
biogénicas, j& seria desaconselhavel o seu consumo. A formulagdo dos hamburgueres
foi simplificada de modo a otimizar as andlises e ndo foram utilizados conservantes,
estabilizantes e outros aditivos que séo utilizados em alguns produtos disponiveis no
mercado, quando comercializados frescos. Além disso, diferentemente de outros
estudos que utilizam outros tipos de embalagem, como o uso de atmosfera
modificada, o objetivo das analises desta dissertacdo foi de analisar a formacéo das
aminas biogénicas em um alimento que passa por uma manipulagdo maior
(hambuargueres), em temperaturas de refrigeracdo, que permitem um maior
crescimento bacteriano, se comparado com o congelamento, e em condi¢des aerdbias
de armazenamento, que € a forma mais simples e tradicional de armazenamento

deste tipo de alimento. Assim as condi¢des seriam suficientes para o desenvolvimento
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das aminas e a eficacia do uso do sal de salicornia poderia ser avaliada nestes

produtos.

Em algumas comparacdes feitas entre amostras com diferentes tratamentos,
diferentes aminas, em dias distintos, foi possivel notar que o uso do sal tradicional
muitas vezes foi favordvel a formacdo de aminas biogénicas, se comparado ao
controlo sem aditivos, ou até ndo houve um efeito protetor significativo (p<0,05). Isso
pode ser explicado devido a variabilidade que existe na microbiota encontrada em
cada tipo de peixe [98,99]. Como ndo foram realizadas analises microbioldgicas, ndo

foi possivel determinar o efeito que o sal exerceu sobre esses microrganismos.

Existem estudos que analisam os efeitos que compostos presentes em
espécies vegetais podem exercer em diferentes alimentos. No trabalho de Kenar,
Ozogul e Kuley [41], os autores utilizaram alecrim e cha de sélvia em filetes de
sardinha (Sardina pilchardus) embalados & vacuo e demonstraram que nas amostras
que receberam estes ingredientes houve uma inibicdo do crescimento bacteriano.
Neste artigo os autores nao analisaram o efeito em relacao as aminas biogénicas, mas
como o desenvolvimento das bactérias estd diretamente ligado a formacdo de ABs,
pode existir uma conexdo entre eles; outros estudos poderiam ser feitos para

determinar se também ocorre inibicdo na formagdo destas aminas.

No trabalho de Kuley, et al [95], os autores avaliaram 0 uso de extrato de
cartamo (Carthamus tinctorius) e meldao de Sao Caetano (Momordica charantia L.)
como inibidor da proliferagdo bacteriana e formacdo de aminas biogénicas em caldo
de peixe (Scomber scombrus). Os resultados apresentados revelaram a eficacia
destes extratos na inibicdo de algumas espécies de bactérias, algumas delas ja sendo
conhecidas pela sua capacidade de formar aminas biogénicas. A eficacia destes
extratos dependeu de qual espécie de bactéria foi testada. Essa variabilidade na
eficacia dos extratos de vegetais na matriz alimenticia € um fator importante, ja que a
microbiota presente nos peixes pode variar ndo sO entre espécies, como entre
populacdes e individuos. Isso significa que o sal de salicornia também possui esse
potencial de ter acdo inibitéria em apenas certas espécies bacterianas, ou seja, um
mesmo tipo de peixe testado com este sal pode ter resultados diferentes em relagéo a

formacao de aminas biogénicas, se a microbiota for diferente.
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No trabalho de Cai, et al [96] os autores utilizaram 6leos essenciais (cravo-da-
india, cominhos e hortelda-verde) em amostras de red drum ou corvindo-de-pintas
(Sciaenops ocellatus) e avaliaram diferentes fatores que poderiam ser influenciados
por estes 6leos, incluindo aminas biogénicas. Os resultados demonstraram que 0s
tratamentos utilizados levaram a uma menor formagdo de ABs, principalmente
histamina, putrescina e cadaverina, o que pode levar a um aumento do periodo de

validade e manutencado da qualidade destes alimentos.

No trabalho de Houicher, et al [97] os autores estudaram o efeito que extratos
de horteld-comum (Mentha spicata L.) e abrotano (Artemisia campestris) possuem na
formacdo de aminas biogénicas em sardinhas (Sardina pilchardus) embaladas a
vacuo. Os resultados demonstraram que as amostras tratadas com extrato de horteld
obtiveram uma menor produgdo de ABs, enquanto as amostras tratadas com extrato
de abrOtano apresentaram uma populacdo bacteriana produtora de histamina
controlada. Os autores sugerem o0 uso destes extratos em produtos com peixe para

prolongar o periodo de validade destes.

No trabalho de Wang, et al [71], os autores desenvolveram um produto a base
de peixe com adicdo de Salicornia bigelovii, outra espécie deste género, que assim
como a Salicornia ramosissima, € uma espécie haldéfita, ou seja, é considerada uma
planta com sabor natutalmente salgado. Neste trabalho, os autores apenas estudaram
o desenvolvimento de um novo produto utilizando este vegetal e as caracteristicas
sensoriais deste, logo ndo foram realizadas andlises referentes a formacéo de aminas
biogénicas. Neste artigo, foi desenvolvido um produto com peixe moido, situacdo em
gue pode haver uma maior formagdo de ABs, j& que hd uma maior manipulagédo do
alimento e um aumento da superficie de contato, isto é, maior quantidade de substrato
fica suscetivel a acdo de microrganismos, podendo levar a um crescimento mais
expressivo da populagdo bacteriana, se comparado com produtos como filetes e
postas [2]. Neste tipo de produto seria interessante analisar a formacdo de aminas
biogénicas e avaliar a eficacia da Salicornia bigelovii na prevencao da formacao

destes compostos.

Na pescada as significancias foram mais frequentes e mais intensas, ou seja, a
diferenca entre as médias dos resultados das amostras comparadas foi mais alta. Foi
possivel determinar uma diferenca significativa na triptamina, no dia 2; na 2-

feniletilamina, putrescina, cadaverina, tiramina, soma total, soma das aminas alifaticas
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e aromaticas nos dias 5 e 8 e soma das aminas heterociclicas, nos dias 2, 5 e 8,
podendo variar na intensidade dessa variagdo e nas categorias que foram comparadas
e que apresentaram essas diferencas. Quando se analisa as diferencas das aminas
que atingiram maiores concentracbes como a cadaverina € possivel perceber o

impacto que a salicOrnia teve nestas amostras.

Na Figura 13, em forma de graficos, estdo apresentados 0s resultados
estatisticos nas amostras de pescada, com as diferengas significativas (p<0,05)
identificadas com asterisco e uma linha entre as categorias que apresentaram essa

diferenca.

Nas amostras de pescada notou-se uma diferenca entre as amostras na
putrescina e, principalmente na cadaverina. Deste modo pode-se inferir que o uso da
salicOrnia nesta espécie de peixe pode ser eficaz no controlo destas aminas, que
podem intensificar a toxicidade da histamina e que podem estar envolvidas em outras
patologias, como cancro gastrico, devido a formacdo de nitrosaminas [13]. Na
pescada, a presenca da salicornia parece ter produzido um efeito negativo na
formacdo das aminas 2-feniletilamina e triptamina, ja que nas amostras com sal de
salicornia as concentragfes obtidas foram maiores do que as encontradas nos
controlos (exceto na triptamina, onde as amostras com salicérnia obteve valores
menores entre 0s aqueles dos controlos). Entretanto essas aminas atingiram
concentragdes muito baixas, mesmo no ultimo dia de armazenamento, com valores
abaixo de 1,5 mg/kg. De modo que a inibigdo que a salicérnia exerceu na cadaverina,
gue foi a amina que atingiu os maiores valores, ofereca uma vantagem mais relevante
do que a desvantagem que possui em relagdo a estas aminas encontradas em menor

concentragao.

Atualmente, existem poucos artigos na literatura em que foram estudados os
efeitos da Salicornia ramosissima na inibicdo da formagdo de aminas biogénicas em

pescada europeia e outros produtos a base desta espécie.

A partir destes resultados é possivel determinar a taxa de inibicdo que o sal de
salicOrnia exerceu nas amostras de pescada. A cadaverina foi a amina que alcangou
as maiores concentragfes. No quinto dia a inibicdo da cadaverina foi de 52,8% nas
amostras com salicornia se comparadas com as do controlo sem aditivos. J& no oitavo

dia essa inibicédo foi de 20,4% e 82,1% nas amostras com salicornia se comparadas
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com o controlo com sal e controlo sem aditivos, respetivamente. Sendo possivel dizer
que a salicérnia levou a uma inibicdo consideravel desta amina nas amostras de

pescada.

Para trabalhos futuros seria interessante realizar andlises microbioldgicas
juntamente com analises para quantificacdo das aminas biogénicas, pois alguns
autores como Kuley, et al [95] relatam a existéncia de uma correlacdo entre a acao
dos extratos de vegetais com diferentes espécies de bactérias, ou até mesmo
diferentes estirpes. Dependendo dos microrganismos encontrados no peixe pode
haver a inibicdo, um estimulo ou ndo haver efeito sobre a formacdo das aminas

biogénicas.

7.3 Efeito do sal de salicornia

Para visualizar se o sal de salicornia poderia ter um efeito maior em um tipo de
amina biogénica, foi feito um somatério das concentragdes encontradas das diferentes
aminas, a partir da classificacao pela estrutura quimica: aminas alifaticas (cadaverina
e putrescina), aminas aromaticas (tiramina e 2-feniletilamina) e aminas heterociclicas
(histamina e triptamina). Na Figura 13 é possivel visualizar a média das somas totais
de cada um dos peixes (salmdo e pescada), em que esta representada se a diferenca
foi estatisticamente significativa (p<0,05). Em relacdo a soma total apenas as
amostras de pescada apresentaram esse tipo de diferenca, sendo possivel observar
nesta figura, que houve significdncia entre o controlo sem aditivos e amostra com
salicérnia no dia 5 e entre cada um dos tipos de tratamento no dia 8 (entre os
controlos, entre o controlo sem aditivos e amostra com salicrnia e entre controlo com

sal e amostra com salicérnia).
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Figura 13 - Gréficos representativos do somatério da concentragcdo de aminas biogénicas nas trés condigbes
estudadas. Sendo A: salméo e B: pescada, em mg/kg. * indica diferenca estatisticamente significativa (p<0,05). As
amostras codificadas do salmdo s&@o: CS (controlo sem aditivos), CSS (controlo com sal) e SS (amostra com
salicérnia), sendo os nimeros 2, 5 e 8 correspondente ao dia de armazenamento. As amostras codificadas de pescada
sdo: CP (controlo sem aditivos), CPS (controlo com sal) e PS (amostra com salicérnia), com os nimeros também

representando os dias de armazenamento.

Na Figura 14 visualiza-se as somas das aminas alifaticas, arométicas e
heterociclicas nas amostras de hamburguer, com a diferenca estatisticamente
significativa (p<0,05) existente representada por um asterisco. Na Figura 15 visualiza-
se as diferencas destas mesmas somas em amostras de pescada, sendo a diferenca
estatisticamente significativa representada por um asterisco, (p<0,05). Com isso foi
possivel visualizar se houve diferenca na soma total das aminas e na soma entre as

aminas pertencentes a mesma classificagdo de acordo com suas estruturas quimicas.

Nas amostras de salm&o do dia 2 ndo houve diferenca significativa de acordo
com a estatistica (p<0,05) na soma das aminas alifaticas. J& no dia 5 percebeu-se
uma diferenca significativa (p<0,05) entre os controlos e entre o controlo sem aditivos
e amostras com salicornia, devido a influéncia que exerceu sobre a formacdo da
cadaverina, que foi a amina que apresentou maiores concentracdes neste grupo e nas
aminas dos demais grupos (classificacdo por estrutura quimica). Isto se modificou no
dia 8, quando as amostras de todos os tratamentos (controlos e amostra com
salicornia), apresentaram valores muito proximos. Nas aminas aromaticas e
heterociclicas ndo houve diferenca estatisticamente significativa (p<0,05) em nenhum
dos dias, em nenhum dos tratamentos. Esses resultados podem ser observados na

Figura 15.
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Figura 14 - Graficos representativos do somatério de cada grupo de aminas biogénicas classificadas de acordo com
sua estrutura quimica: aminas alifaticas (cadaverina e putrescina), aminas aromaticas (tiramina e 2-feniletilamina) e
aminas heterociclicas (histamina e triptamina) nos trés tratamentos analisados em amostras de salmdo em mg/kg. *
indica diferenca estatisticamente significativa (p<0,05). As amostras codificadas do salmdo sdo: CS (controlo sem
aditivos), CSS (controlo com sal) e SS (amostra com salicérnia), sendo os nimeros 2, 5 e 8 correspondente ao dia de

armazenamento

Nas amostras de pescada foi possivel visualizar uma diferenca maior entre as
somas de cada grupo de aminas biogénicas, sendo possivel observar que
estatisticamente essa diferenca foi significativa (p<0,05). No dia 2 a soma das aminas
heterociclicas apresentou diferenca estatisticamente significativa (p<0,05) entre o
controlo com sal e amostra com salicérnia. No dia 5 as diferencas estatisticamente
significativas (p<0,05) foram observadas nas aminas alifaticas, entre controlo sem
aditivos e amostra com salicornia, por influéncia da cadaverina, principalmente; nas
aminas aromaticas entre controlo sem aditivos e amostra com salicornia e entre

controlo com sal e amostra com salicérnia; nas aminas heterociclicas observou-se
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essa diferenca entre os controlos. No dia 8 as diferencas estatisticamente
significativas (p<0,05) foram identificadas nas aminas alifaticas (entre cada um dos
tratamentos), nas aminas aroméaticas (entre os controlos e entre controlo sem aditivos
e amostra com salicornia) e nas aminas heterociclicas (entre os controlos e entre

controlo sem aditivos e amostra com salicérnia). Essas informagbes podem ser

observadas na Figura 15.
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Figura 15 - Graficos representativos do somatorio de cada grupo de aminas biogénicas classificadas de acordo com
sua estrutura quimica: aminas alifaticas (cadaverina e putrescina), aminas aromaticas (tiramina e 2-feniletilamina) e
aminas heterociclicas (histamina e triptamina) nos trés tratamentos analisados em amostras de pescada em mg/kg. *
indica diferenca estatisticamente significativa (p<0,05). As amostras codificadas de pescada sé@o: CP (controlo sem
aditivos), CPS (controlo com sal) e PS (amostra com salicérnia), com os numeros representando os dias de

armazenamento (dias 2, 5 e 8).
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A partir dessas informacdes foi possivel observar que a salicérnia apresentou
maior potencial antiaminogénico na pescada e, principalmente, sobre a formacdo da

cadaverina.

Conclusao

Foi possivel observar diferencas na formagdo das aminas biogénicas nas
amostras dos trés tratamentos utilizados (controlo sem aditivos, controlo com sal e
amostra com salicérnia), nos dois tipos de hamburgueres (salmao-do-Atlantico e
pescada europeia). A analise estatistica indicou que nos hamburgueres de salméo sé
existiam diferencas significativas (p<0,05) apenas na 2-feniletilamina no oitavo dia e
na cadaverina no quinto dia, ndo possuindo influéncia na histamina, que é a Unica
amina com limites maximos determinados pela legislagdo. Ja na pescada verificam-se
diferencas significativas, principalmente a partir do quinto dia de armazenamento, na
2-feniletilamina, putrescina, cadaverina e tiramina e no total de aminas alifaticas,

aromaticas e heterociclicas, especialmente no quinto e oitavo dia de armazenamento.

O uso da salicérnia em formulacdes de hamburgueres de pescada tem
potencial de protecdo na formacao destas aminas, um potencial antibiogénico. Como a
eficacia s6 pode ser notada a partir do quinto dia de armazenamento, a salicérnia
devera ser utilizada em conjunto com outros processos que permitam a conservagao
deste alimento por mais tempo, tais como a utilizacdo de atmosfera protetora ou
armazenamento em temperaturas baixas, de modo a diminuir a proliferacdo bacteriana

e aumentando o periodo de validade do produto.

Comparando a formacéo de aminas biogénicas nas amostras de hamburgueres
de pescada com sal e nas amostras com salicornia na pescada verificaram-se
vantagens no seu uso, principalmente a partir do quinto dia de armazenamento, na

putrescina e cadaverina, que foram duas das trés aminas mais produzidas nas
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amostras deste peixe. No caso da cadaverina houve uma diferenca muito significativa
entre amostras com salicornia e controlo sem aditivos j4 no quinto dia, diferencas que
ainda foram vistas no dia 8. Nas amostras de pescada nenhuma ultrapassou o limite
méximo da histamina, porém as amostras com altas concentragbes de putrescina e
cadaverina podem causar quadros de intoxicacdo em pessoas mais sensiveis, mesmo
com niveis baixos de histamina, jA que estas aminas interferem no sistema de
detoxificacdo, podendo aumentar sua toxicidade [35]. Logo, conclui-se que o controlo
na formagdo desta putrescina e cadaverina, € importante para diminuir os efeitos
téxicos que o consumo da histamina, mesmo em concentracdes baixas, pode causar
nos consumidores. Mesmo que o sal de salicérnia ndo forne¢ca uma protecdo em
relacéo a formacgéo da histamina, seu uso pode auxiliar na inibicdo da formacéo destas
outras aminas que, indiretamente, podem levar a quadros de intoxicagdo com

severidade variavel.

Os motivos para essa protecdo ter apenas ocorrido na pescada pode estar
relacionado a caracteristicas inerentes da espécie, como composi¢éo dos aminoacidos
na musculatura; microbiota presente nos peixes, cuja suscetibilidade aos compostos
do sal de salicOrnia pode variar; composicao lipidica das espécies; caracteristicas da
fisiologia de cada espécie; época do ano; entre outros. Outros estudos seriam
necessarios para determinar este(s) motivo(s) e até se esse efeito ocorre em outras
espécies, principalmente aquelas com caracteristicas parecidas com as da pescada

europeia.

Neste trabalho a salicOrnia foi utilizada em uma quantidade exata para que a
propor¢éo de sodio fosse o0 mesmo do sal tradicional, j& que objetivo deste trabalho foi
verificar a possibilidade que o sal de salicornia possui em proteger o alimento da
producdo de aminas biogénicas. Porém, outros estudos podem ser feitos, comparando
amostras com diferentes concentracdes de salicornia e controlo com cloreto de sédio,
para verificar se concentracdes menores do sal de salicérnia apresentam o mesmo
efeito. Se este efeito permanecer mesmo em concentracfes menores deste sal, sera
mais uma vantagem para a substituicdo do sal tradicional por ele. Além de promover
uma diminuicdo do consumo de s6dio poderia evitar a formacao destas aminas, algo

importante para a qualidade e seguranc¢a dos alimentos.

Como nao foram realizadas analises microbiolégicas seria interessante se, no

futuro, este tipo de pesquisa fosse desenvolvido, de modo a entender o impacto que
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este sal possui na populacdo de microrganismos, seja diminuindo-a ou alterando-a, ja
que pode ser funcdo inibitéria apenas para algumas espécies. Além disso, pode-se
analisar se este sal também pode ter a capacidade de controlar a formacao de outros
compostos indesejaveis, como por exemplo formacao de certos compostos apds a
preparacdo do alimento, em que se poderia utilizar o0 mesmo tipo de amostra
(hamburgueres de peixe). Assim a vantagem do seu uso poderia ir além do seu
potencial de substituicdo do cloreto de sédio, poderia ser também na prevencdo da

formacao destes compostos nocivos.
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