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RESUMO

Dentre os desafios enfrentados pelos agentes de satde publica, destacam-se na industria as
contaminacOes por bacterias. No setor alimenticio, a qualidade do produto deve ser
preservada, bem como todas as suas propriedades organolépticas e a seguranga do
consumidor. O pescado € um alimento de alta perecibilidade e degradacdo rapida,
ocasionada por: atividade enzimadtica, degradagdo microbioldgica, rigor mortis e
producdo de muco. Com base nos fatores mencionados anteriormente, a produgdo de
aminas biog€nicas merece destaque, com é&nfase na histamina, oriunda da
descarboxila¢do da molécula L-histidina, que pode ter produgdo acelerada por falhas no
processamento, como altas temperaturas, podendo estar presente em varias espécies de
peixe, como Scomberomorus brasiliensis (Peixe Serra), conhecido por ser um pescado
importante para a economia € o consumo interno. A contamina¢do por producdo da
toxina histaminica pode causar envenenamento (escombrotoxicose) através do
consumo do pescado. O objetivo desse estudo foi analisar peixes da espécie
Scomberomorus brasiliensis (Peixe Serra) para verificar a presenga de bactérias
produtoras de histamina e bactérias heterotréficas cultivdveis. As amostras foram
obtidas em uma feira livre na cidade de Fortaleza. Foram realizadas quatro coletas, com
andlises das branquias e superficie do pescado, com isolamento de 80 cepas de cada
coleta, onde 40 foram bactérias produtoras de histamina e 40 bactérias heterotréficas
cultivaveis, perfazendo um total de 320 cepas. Dessas, 197 foram confirmadas como
Gram negativas (124 BPH e 73 BHC), 71 Gram positivas (23 BPH e 48 BHC). Para o
teste da descarboxila¢do dos aminodacidos foram testadas 98 cepas BHC e 40 cepas BPH
positivas (branquias). Diante do exposto, € importante resaltar a necessidade de se
investigar e identificar bactérias capazes de produzir aminas biogénicas, como as
produtoras de histamina, que causem danos a satde publica. Com intuito de reduzir o

risco de intoxicacdo alimentar.

Palavras chaves: L-histidina, Escombrotoxicose, Peixe.



ABSTRACT

Among the challenges faced by public health agents, contamination by bacteria stands
out in the industry. In the food sector, the quality of the product must be preserved, as
well as all its organoleptic properties and consumer safety. Fish is a food of high
perishability and rapid degradation and its responsible are: enzymatic activity,
microbiological degradation, rigor mortis and mucus production. Based on the factors
mentioned above, the production of biogenic amines stands out, having as one of these
amines, histamine, which comes from the decarboxylation of the L-histidine molecule,
measured by bacteria present in the fish mucosa and produced by processing failures
and can be present in the species Scomberomorus brasiliensis (Peixe Serra). This
species is relevant to the economy and with high domestic consumption. Contamination
by histamine toxin production can cause poisoning (scombrotoxicosis). The present
research aimed to analyze fish of the aforementioned species to verify the presence of
histamine-producing bacteria and cultivable heterotrophic bacteria. The samples were
obtained at an open market in the city of Fortaleza and sent to the Laboratory of
Environmental and Fish Microbiology (LAMAP) located at the Institute of Marine
Sciences (LABOMAR) at the Federal University of Ceara - UFC. The analysis of the
gill and surface samples obtained isolates from 320 strains (Cultivable Heterotrophic
Bacteria - BHC and Histamine-Producing Bacteria -BPH). Of these, 197 were
confirmed as Gram negative (124 BPH and 73 BHC), 71 Gram positive (23 BPH and
48 BHC). The amino acid decarboxylation test resulted in 98 BHC strains and 40 BPH
positive strains (gills). The above shows the importance of investigating and identifying
bacteria capable of producing biogenic amines that are dangerous to public health, since
high concentrations of histamine, when ingested, can pose a risk to the health of

consumers.

Keywords: L-histidine, Scombrotoxicosis, Fish.
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1. INTRODUCAO

A pesca € uma das atividades econOmicas mais antigas no mundo, com isso, ao longo
dos anos, a produgdo pesqueira se desenvolveu de duas maneiras, pesca extrativista, que
corresponde a aquisicao de pescado a qual retira o recurso pesqueiro do ambiente, e o cultivo
aquicola, relacionado a producao de organismos em ambiente confinado (CARDOSO, 2021).

Todavia, a atividade pesqueira se ramifica em setores de producdo e comercializacdo
industrial de alimentos, dentre eles estao, o peixe fresco, enlatado, congelado e seco. Segundo
a Organizacdo Mundial das Nacgdes Unidas para Alimentos e Agricultura (FAO, 2019), os
produtos oriundos da pesca e aquicultura atingiram cerca de 171 milhdes de toneladas, tendo
um percentual de consumo de quase 88% (SCHREIBER; ZUCATTO; LAZZARI, 2021).

O pescado tem sido utilizado fortemente e seu crescimento é exponencial, tendo por
base o consumo mundial em torno de 16 quilos por individuo, e quando comparado com o
Brasil, essa média se sobressai, com valor de 7 quilos por pessoa ao ano, o que convertido em
porcentagem prescreve 5% da parcela total de carnes utilizados no pais (SOARES;
GONCALVES, 2012).

Baseando-se pela demanda de consumo per capta do pescado, por ser um alimento de
grande valor nutricional, configura a indudstria uma necessidade de grande empenho para manter
a qualidade do mesmo, como também, o monitoramento do frescor deve ser praticado no
processo para garantir a manutencdo das propriedades organolépticas e parametros sanitarios e
de higiene estabelecidos pela legislacdo para a comercializacao do produto final (SOUZA et al.,
2015).

O pescado ¢ referéncia em alimento perecivel e de rdpida degradacdo, tendo em sua
composi¢do alta concentracdo de dgua, lipidios, proteinas e vitaminas, o qual necessita de
cuidados especificos que resguardem sua inocuidade e conservagdo das suas propriedades
fisicas, quimicas, sensoriais e microbiolégicas (SILVA, CARVALHO, 2006).

Em vista de todo esse cendrio, os desafios da saide publica sao crescentes, uma vez que
os devidos cuidados tém sido voltados as contaminacdes dos alimentos de origem
microbioldgica, além de apresentarem varios riscos de origem quimica que podem estar
presentes nos alimentos, sendo estes descriminados como inerentes aos processos de
transformagao de matéria-prima em produto final, como € o caso das aminas biogénicas

(FILHO et al., 2019).
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Os requisitos de higiene e manipulagdo vao desde a instalacdo, ferramentas, uso de gelo
e maquindrio, até os funciondrios, ressaltando o monitoramento do tempo e temperatura,
transporte e conserva (CODEX, 2003).

A razdo para tal nivel de assepsia e limpeza decorre da presenca dos microrgansismos
no pescado, em especial, bactérias psicrofilas e psicrotréficas Gram-negativas, que podem ser
deteriorantes do pescado, destacando-se: Pseudomonas, Achromobacter, Moraxella,
Acinetobacter e Flavobacterium. E importtante ressaltar que os organismos capturados em
regides tropicais podem transportar uma quantidade relevante de microrganismos gram-
positivos e bactérias entéricas (FILHO et al., 2019).

Outro fato importante, € a existéncia de doencas ocasionadas pela proliferacdo
bacteriana conhecidas como escombroides ou escombrotoxicose, promovidas a partir do
envenenamento por peixe, distirbios particulares de frutos do mar. Apesar de ser uma
intoxicacdo comum, é pouco diagnosticada (ARIES, 2017), podendo ser correlacionadas ao
percentual de histamina ingerida, ressaltando que a sensibilidade individual e capacidade de
desintoxicacdo do organismo, podem decorrer apds o consumo em torno de duas horas
(CORDEIRO et al., 2020).

A molécula de histamina é um produto bioquimico formado a partir da descarboxilacio
do aminodcido L-histidina na musculatura de peixes (ARIES, 2017). Esta amina biogénica €
decorrente da mé condi¢do de armazenamento e manipulacdo, dando condicdes para que as
bactérias presentes no pescado se proliferem (SOUZA, 2015).

Os paises do Mercosul permitem uma quantidade de histamina, presente na musculatura
do pescado, de no maximo 100 ppm. Segundo FDA (Food and Drug Adminstration), o pescado
de qualidade revela grau da toxina menores a 50 ppm em pescado fresco e 100 ppm para
pescado em conserva (FILHO et al., 2019).

A Amina Biogénica (Histamina) tem acdo em estruturas denominada receptores,
responsaveis por muitos processos vitais que vao desde o controle de secrecdo até a
neurotransmissao do sistema nervoso central (ARIES, 2017).

Em vista disso, o presente trabalho objetivou quantificar, isolar, e fazer a caracterizacio
morfoldgica de bactérias heterotréficas cultivaveis (BHC) e bactérias produtoras de histamina
(BPH) presentes na superficie da pele e nas branquias do peixe Serra (Scomberomorus

brasiliensis) capturados na costa do Ceara.
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2 FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1 Producao pesqueira mundial e brasileira

Segundo dados do SOPHIA (FAO-SOPHIA, 2020) foram alcancados um recorde de
214 milhdes de toneladas no ano de 2020, de produgdo total da pesca e aquicultura, 178 milhoes
de toneladas de organismos aquaticos, além de 36 milhdes de toneladas de algas, fato observado
devido ao crescimento da aquicultura, principalmente no continente Asidtico.

Dentre os produtos pesqueiros destinados ao consumo humano, foi estimado em 20,2
kg per capita, se comparado com o ano de 1960, ocorrendo assim, um aumento maior que a
média constatado de 9,9 kg per capita (FAO-SOPHIA, 2020).

A producdo pesqueira teve seu crescimento exponencial atrelado ao aumento de
trabalhadores no mesmo setor. Foi verificado que no cultivo de organismos aquéticos, em 2006,
ocorreu uma média de 520 milhdes de pessoas que contribuiram com a produgdo de animais
aqudticos (FAO, 2008), enquanto no ano de 2017 foi obtido uma produc¢do de 53,4 milhdes de
toneladas (FAO, 2019).

No Brasil, a atividade extrativista do pescado de destaque é a pesca artesanal, com
énfase na regido norte do pafs, que apresenta 30 mil embarcacOes cadastradas no PREPS
(Programa Nacional de Rastreamento de Embarcacdes Pesqueiras por Satélite) (WAGNER;
SILVA, 2021).

A producgdo de pescado brasileiro no ano de 2020 rendeu 1.339.000 toneladas, com
projecdo para o ano de 2030 de uma produgdo de 1.527.000 toneladas, um crescimento de 14,1%
(SOPHIA, 2020).

Dentre os organismos que merecem visibilidade na produgao pesqueira brasileira estao:
peixes, camardo, salmao, moluscos e algas, os quais se destacam n@o apenas pela carne, como
também por seus subprodutos gerados, que sdo bem comercializados, como farinha e 6leo de
peixe (NAYLOR et al., 2000).

Dos peixes, a espécie Scomberomorus brasilienses também conhecido como peixe Serra,
¢ objeto de grande atividade pesqueira (SILVA et al., 2005), destinado ao consumo, este é

oriundo da costa Atlantica da América Central e América do Sul (MAIA et al., 2015).
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2.2 Serra (Scomberomorus brasilienses)

A espécie Scomberomorus brasilienses apresenta uma coloracdo verde azulada na
regido do dorso, com a regido medial inferior branca prateada, regido dos flancos possuindo
manchas arredondadas e com cores de amarelo e dourado, possui ainda na regido anterior do
dorso, morfologia espinhosa negra, com linha lateral com forma gradual de declive e sem curva

grosseira (ESPIRITO-SANTO ez al., 2005), representado na figura 01.

Figura 1 - Medidas do Scomberomorus brasiliensis; TL - TL' = comprimento total; HL - HL' =
comprimento da cabeca; BH - BH' = altura do corpo; BT - BT' = espessura do corpo; FL - FL'
= comprimento do filete.

HL HL'

TL FL FIf L7

Fonte: Quadros, 2015.

Apresenta um valor comercial relevante, habitando uma parcela da regido do litoral
brasileiro, no entanto, ndo sdo encontrados nos limites das regidoes norte e sul (ZAVALA-
CAMIN, 1983).

Tal organismo apresenta hdbitos alimentares carnivoros, onde sua principal fonte de
alimento sdo peixes pertencentes a familia Clupeidae (Opisthonemaoglium), Carangidae,
crusticeos e moluscos, porém, em segundo plano, também consomem algumas espécies de
algas e outros vegetais da familia Gramineae (MENEZES, 1970).

Em alguns estudos podemos encontrar, a variagdo em que essa espécie tem com relacio
a quantidade de alimento consumido, tendo entre os meses de junho a setembro, as épocas de
maior consumo alimentar (BATISTA, 2001).

Apresenta ainda, a capacidade de desenvolvimento de acordo com as varia¢des sazonais

do ambiente, como por exemplo, estruturas, tamanho, cores, periodo de reproducao,
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alimentacdo, maturidade gonadal, sendo estes correlacionados ao seu desenvolvimento (SILVA;

CASTRO; GUBIANI, 2005).

2.3 Aminas em peixes e intoxicacao alimentar em humanos

A industria de comercializagdo e distribuicdo do pescado alimenticio tem grande
preocupacdo no que se refere a conservacdo desse produto, uma vez que em estado de
degradacao, podem ocasionar perdas na produgdo/produto, além de comprometer a saide do
consumidor e acarretar doengas aos seres humanos (MUSTAFA et al., 2001).

A fonte de varias doengas transmitidas por alimentos (DTAs) tem como principais
precursores, bactérias, virus, parasitas, fungos e outros agentes contaminantes sendo eles,
metais, pesticidas e toxinas naturais (RUIZ-CAPILLAS; HERRERO, 2019).

As perdas no setor econOmico pesqueiro que impactam negativamente o
desenvolvimento sdo acometidas por degrada¢do microbiologia, contaminag¢des, € por doengas
que em geral sdo oriundas do crescimento/desenvolvimento bacteriano (SAHOO et al., 2013).

Dentre os microrganismos responsaveis pela degradagcdo e contaminagdo no pescado,
podem ser citados: Bactérias Gram negativas: Aeromonas, Flavobacterium e Pseudomonas
(BEAZ-HIDALGO; FIGUERAS, 2012), e Gram positivas, como Streptococcus e Lactococcus
(VENDRELL et al. 2006).

Compostos nitrogenados, criados a partir de aminodcido livres, como as aminas
biogénicas (ABs) sao oriundas da proliferacao bacteriana, que estando em maior quantidade no
pescado gera a descarboxilagdo de estruturas organicas. Essas estruturas possuem o radical
carbonila, precursoras das atividades organicas de determinados microrganismos (ZHONG et
al., 2018).

Como exemplo de compostos nitrogenados, citam-se as aminas: espermina, espermidina,
histamina, triptamina, feniletilamina, tiramina, e em especial as aminas putrecina e cadaveria
por conferirem ao pescado um odor muito forte, indicando que o alimento estd estragado

(GOMES et al., 2014).
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2.4 Bactérias produtoras de Histamina

Os animais aqudticos naturalmente possuem uma carca bacteriana em seu organismo
que fazem parte da sua microbiota, distribuidos de maneira interna e externa de seu corpo
(VISCIANO, 2020).

Conforme € realizada a manipulacio do pescado, a microbiota presente pode encontrar
condi¢des que permitam a proliferacdo de microrganismos, e assim, bactérias podem acelerar a
decomposicdo dos tecidos, sendo possivel ocasionar a producdo de aminas biog€nicas
(VISCIANO, 2020).

A amina biogénica, Histamina, é produzida a partir da descaboxilacdo do aminoécido
L-histidina. Os organismos aquaticos em estado de deterioracao ddo condi¢des para o aumento
da toxina histaminica que € responsdvel por acometer sérios danos ao organismo humano
(ZHONG et al., 2018).

A Histamina pode estar presente no pescado de maneira geral sendo produzida desde o
estado de pés-morte do animal, seguido de m4 higienizacdo, armazenamento inadequado e em
temperaturas ndo recomendadas (VISCIANO, 2020).

A legislacdo com base na seriedade dos riscos que a toxina pode causar ao consumidor,
determina um nivel de 100 ppm da histamina no pescado fresco e juntamente com o FDA e o
EFSA regulam de maneira mais rispida a tolerancia da toxina histaminica, que estd presente na
maioria dos alimentos de origem pesqueira, e a mesma € responsavel por ocasionar o chamado
envenenamento por histamina, fortemente relacionada a ingestdo de peixes pertencentes a
familia Scombridae e Scomberesocidae (RUIZ-CAPILLAS; HERRERO, 2019).

A histamina é comumente associada a inflamagdes organicas e reacdes alérgicas de
acordo com a quantidade ingerida desse composto em pessoas (DURAK-DADOS;
MICHALSKI; OSEK, 2020).

A intoxicagdo pode ser observada, no corpo dos individuos, como o aparecimento de
urticéria, deplecdo arterial, taquicardia, vomitos, diarreia, convulsdes e nduseas, que podem
ocorrer em poucas horas apés o consumo do alimento contaminado com a toxina
(CZERNIEJEWSKA-SURMA, 2006).

Devido essas eventualidades, a presenca de aminas biogénicas em alimentos também
indica mé qualidade no processamento alimenticio, além disso, € vdlido ressaltar que as aminas
em quantidades normais realizam funcdes importante nos organismos, no entanto, seu excesso

ocasiona efeitos colaterais, podendo em casos extremos afetarem o sistema nervoso dos seres

humanos (SHALABY, 1993).
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Area de estudo

O presente trabalho consistiu em coletas que foram realizadas no Mercado dos Peixes,
situado no municipio de Fortaleza-CE. O pescado foi transportado até o Laboratério de
Microbiologia Ambiental e do Pescado (LAMAP) no Instituto de Ciéncias do Mar
(LABOMAR) da Universidade Federal do Ceard (UFC) para o processamento das andlises

microbioldgicas.

3.2 Coleta das amostras

As duas primeiras coletas foram realizadas no periodo de estiagem (outubro de 2018 e
janeiro de 2019) e as duas tdltimas no periodo chuvoso (margo e junho de 2019). Em cada uma

delas, foi adquirido um espécime de peixe serra (Scomberomorus brasiliensis).

3.3. Analise microbiologica

As coletas do material foram realizadas nos dois lados do animal, separadamente, na
superficie foi colhido o muco em uma restrita regiio, com 4rea de 5 cm? da pele do pescado
(Figura 02), com um swab imergido em soluc¢do salina 0,85%, outro swab foi utilizado para
colher o material das branquias do lado direito e esquerdo. Foram realizadas dilui¢des seriadas
em 9 mL de solugdo salina 1%, da dilui¢ao 10! até 107. Para as branquias, foram realizados os
mesmos procedimentos descritos na superficie, com a distin¢cdo que ndo foi utilizada nenhuma

area delimitando, o swab foi passado em toda brinquia do peixe.
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Figura 2 - Peixe Serra demarcado com medida de quadrante de Scm? para identificar a drea

estudada.

Fonte: Grabriela Cristina Chagas Moura, 2019

3.4 Quantificacao e caracterizacao das colonias presuntivas

Para o estudo da quantificagdo e isolamento das bactérias heterotrdficas cultivdveis
(BHCO), foi utilizado o meio de cultura Agar de Contagem em Placas (PCA) (Difco®) com a
técnica de spread plate em duplicata.

Para as bactérias produtoras de histamina (BPH), divididas em bactérias produtoras de
histamina total (BPH total) e bactérias produtoras de histamina com halo roxo (BPH halo) foi
seguido a metodologia adotada por Niven, Jeffrey e Corlett (1981), utilizando o seguinte meio
de cultura composto por: 0,5% de extrato de levedura, 0,5% caldo triptona, 0,1% de CaCO3,
0,5% de NaCl, 3,0% Agar, 2% L-histidina 2HCI e 0,006% de ptrpura de bromocresol, com pH
em torno de 5,3.

Apoés a incubagdo por 48 horas a 35 °C foi realizada a contagem de bactérias
observando-se o intervalo de 25 a 250 coldnias (DOWNES; ITO, 2001). Os resultados foram
expressos em Unidades Formadoras de Colonias (UFC), a partir da férmula seguinte (MOURA,
2019):

C=( Xnd x 20) +A
Onde:
C = Numero de unidades formadoras de colonias

n = Contagem de unidades formadoras de colonias nas placas
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d = Diluicdo das placas
20 = Constate de corre¢ao

A= Area do quadrante utilizado

3.5 Isolamento de colonias

A partir do crescimento foram selecionadas e isoladas dez colOnias que apresentaram
resultado positivo: indicando a presenga de uma coloragao roxa com halo, produto do aumento

do pH do meio apds a formacao de histamina, seguindo para identificagdo fenotipica.

3.6 Analise Estatistica

As andlises para as contagens das placas foram realizadas a partir da Andlise de
Variancia (ANOVA), em seguida foram submetidas ao teste de Tukey, levando em
consideracdo um nivel de confiancga entre diferencas significativas de 5%.

Para o devido teste, foram submetidas as médias do lado esquerdo e direito da superficie

do pescado coletado, quanto os valores obtidos das branquias esquerda e direita.

3.7 Caracterizacao Fenotipica

Para a identificacdo fenotipica, foram realizados os testes preliminares: coloragdo de

Gram, oxidase, catalase e descarboxilagdo dos aminodcidos (arginina, lisina e ornitina).

3.7.1 Coloracao morfotintorial (GRAM)

A técnica de coloracdo de Gram foi utilizada para a identificagdo de caracteristicas
estruturais e morfoldgicas pertinentes a parede celular das bactérias. Esta atividade possibilita
a divisdo e visualizacdo das bactérias em dois grandes grupos: Gram negativas ou Gram

positivas, de acordo com sua reagdo ao corante (MADIGAN et al., 2016).
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3.7.2 Teste da Oxidase

Foi realizado o teste da Oxidase, realizado a partir do esfregaco de uma parte de cada
estirpe utilizando uma fita comercializada, especifica. Este ensaio detecta a presenca da enzima

citocromo ¢ oxidase, presente na maioria das bactérias que possuem metabolismo respiratério

(MADIGAN et al., 2016).

3.7.3 Teste da Catalase

Nesse teste € possivel identificar a enzima catalase, que detoxifica o peréxido de
hidrogénio (MADIGAN et al., 2016). Com um esfregaco foi retirado uma fracao de cada estirpe
e colocada em uma lamina de vidro, cada estirpe foi submetido ao produto peréxido de

hidrogénio (Figura 03), conforme a seguinte reagao:

Figura 3 — Reacdo do teste de Catalase em uma cepa bacteriana

1° — Catalase negativa, 2° — Catalase positiva
Fonte: Madigan et al. (2016).

3.7.4. Teste da descarboxilacio de aminoacidos

De acordo com Faddin (1980) esse teste demonstra a capacidade de um organismo
descarboxilar um aminodcido, dentre eles: Arginina, lisina e Ornitina, formando uma amina, o
resultado observado indica uma variacdo no pH, o qual sai do estado alcalino para o estado

acido, sendo o resultado positivo visivel a aparicdo da cor amarela e resultado negativo a cor
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rosa. Em cada ensaio foi introduzido um controle positivo para a comparacdo dos resultados

(Figura 04).

Figura 4 — Descarboxilagdo dos aminodcidos, Arginina, Lisina, Ornitina

Fonte: Grabriela Cristina Chagas Moura, 2019
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Foram realizadas quatro coletas, sendo analisados quatro exemplares de peixes serra
(Scomberomorus brasiliensis), com uma média de peso de 1.054 gramas, de comprimento total
57,75cm e comprimento furcal de 51,37 cm (TABELA 01). A partir do processamento, foram
isoladas 80 cepas de cada coleta, onde 40 foram bactérias produtoras de histamina e 40 bactérias

heterotréficas cultivaveis, perfazendo um total de 320 cepas isoladas.

Tabela 1 — Resultado das coletas referente ao peso em gramas, comprimento
total e furcal em centimetros de cada espécime analisada.

COLETA PESO (g0 COMP.TOTAL (cm) COMP. FURCAL (cm)

1 716 50 43,5
2 783 54 48,5
3 1.600 67 61,5
4 1.120 60 52,0

Fonte: O Autor
(Coletas: 1 (Outubro) e 2 (Janeiro) — Estiagem; 3 (Marco) e 4 (Junho) — Chuvoso)

De acordo com os resultados obtidos de peso (g), comprimento total e furcal (cm) dos
organismos nas quatro respectivas coletas, foi observado uma variacdo crescente de peso
conforme a ordem das coletas, isso € possivel devido a variagdes climaticas e parametros fisico-
quimicos de acordo com a época a qual foi realizada a coleta (BATISTA, 2001; MAIA et al.,
2015).

Em comparagdo com outros trabalhos, o peixe serra pode apresentar variagdes de peso
de 768.1g até 1900.4g (QUADROS; BOLINI, 2015). E importante lembrar que esse peixe é
muito consumido nos paises, Espanha e Brasil, nos estados da regido Nordeste do Brasil, esse
pescado se destaca, apresentando um peso médio de 2.000g, com variacdo de 700 a 3.800 g
(QUADROS; BOLINI, 2015; COSTA; LACERDA, 2009).

A espécie Scomberomorus brasiliensis pertence a ordem Perciformes da familia
Scombridae, e € considerado um pescado de grande importancia no Brasil, por ser abundante

geograficamente e apesentar um elevado valor comercial (EIRAS et al., 2014).
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4.1 Analise microbiolégica do pescado

4.1.1 Quantificacao

Ap6s andlise de variancia e teste Tukey com 5% de significancia feita a partir da
Contagem Padrao em Placas (CPP), ndo foi observado diferenca significativa entre os lados
direito e esquerdo da branquia e do muco superficial da pele do peixe analisado, nem entre as
médias das contagens de bactérias heterotroficas cultivaveis (BHC), bactérias produtoras de
histamina total (BPH total) e bactérias produtoras de histamina com halo roxo (BPH halo) das

branquias e do muco da superficie da pele do peixe nas quatro coletas (TABELAS 02 e 03).

Tabela 2 - Contagem Padrao em Placas (CPP) em Log UFC de Bactérias
Heterotréficas Cultivaveis (BHC) e de Bactérias Produtoras de Histamina
Total (BPHt) e Bactérias Podutoras de Histamina com Halo roxo (BPHh)
das branquias do Peixe Serra (Scomberomorus brasiliensis) amostrados da
Feira do Mucuripe, Fortaleza Ceard

BHC BPH Total BPH Halo

Coletas Direita Esquerda Direita Esquerda Direita Esquerda

1 2,22 3,83 2,66 3,30 2,48 2,29
2 3,05 2,90 2,74 2,94 2,59 2,73
3 4,00 3,25 5,53 5,53 5,18 2,85
4 6,72 6,59 6,47 6,73 5,68 6,35

Média 47 4,144 4,354 4,634 3,984 3,56%

Fonte: O Autor. Letras maitsculas (A) diferentes em colunas diferentes diferem
estatisticamente pelo teste de Tukey (p<0,05).

O espécime da quarta coleta foi o que apresentou valores mais elevados de BHC, BPH
Total e BPH halo. Segundo a FAO (2018) o estudo de BHC em amostras de peixes € importante
para ajudar a estimar o padrao sanitdrio desse pescado, medindo assim a qualidade da matéria-
prima.

Diferente da presente pesquisa, um estudo realizado com o pescado Cavala
(Scomberomorus cavalla) relatou a diferenga significativa para resultados positivos de BPH nas

branquias, resultado positivo tanto para Bactérias Produtoras de Histamina total (BPHt) como
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também para Bactérias Produtoras de Histamina (BPHh), com isso o nivel de significancia foi
respectivamente superior de 22,96% e 12,12% ao nimero de BHC (CARNEIRO et al., 2021).

Fato reforcado pela Comissdo Internacional de Especificacdes Microbioldgicas para
Alimentos (ICMSF, 1986), que afirma que valores maiores que 7,0 log UFC/g € indicativo de

que o peixe apresenta pontos criticos no grau de frescor do pescado.

Tabela 3 - Contagem Padrao em Placas (CPP) em Log UFC de Bactérias
Heterotréficas Cultivaveis (BHC) e de Bactérias Produtoras de Histamina
(BPH) da superficie do Peixe Serra (Scomberomorus brasiliensis)
amostrados da Feira do Mucuripe, Fortaleza Ceara.

BHC BPH Total BPH Halo

Coletas Direita Esquerda Direita Esquerda Direita Esquerda

1 3,23 3,03 3,03 2,53 2,39 2,11
2 3,93 3,73 2,84 2,95 2,47 2,65
3 4,03 3,34 4,08 3,25 3,63 2,94
4 5,70 6,73 4,51 5,87 3,64 5,03

Média  4,22% 4,204 6,614 3,654 3,034 3,184

Letras maiusculas (A) diferentes em colunas diferentes diferem estatisticamente pelo teste
de Tukey (p<0,05).
Fonte: Elaborada pela autora.

Ao analisarmos a propor¢ao da quantificacdo dos resultados a partir da superficie do
pescado, BPH Total e com Halo, observamos pequenas variacdes nos valores de UFC, as quais
nao diferem significativamente das BHC.

Diferente da presente pesquisa, outro estudo feito a partir de organismos pertencentes a
familia Scombridae utilizando albacoras da costa de Oregon, também analisou a Produgio de
Bactérias Histaminicas, tendo como resultado o valor de 107 UFC/ g (KIM et al, 2001a).

Em comparagdo com outra andlise, o quantitativo de Bactérias Produtoras de Histamina
quando realizados em meio diferencial, tem produc@o menor, dado esse resultado € inferido que
algumas bactérias podem crescer no referido meio para Bactérias Histaminicas (NIVEN;
JEFFREY; CORLETT, 1981).

As andlises feitas para identificacdo de Bactérias Heterotroficas Mesofilas em Peixe
Serra abrangendo também a superficie do pescado, em meio PCA, revelaram variacdes de 3,3
x 10% a 8,5 x 10° UFC/g (FERREIRA et al., 2020). Com isso, segundo a Comissdo Nacional de

Normas e Padrdes para Alimentos do Ministério da Sadde, regula o pescado, cru, congelado,
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fresco e refrigerado com cotagio méaxima de 10° UFC/g para bactérias mesofilicas (FERREIRA

et al., 2020; BORDIGNON et al., 2010).

4.1.2 Fenotipagem

Podem ser observados na TABELA 04 os resultados das provas fenotipicas de Gram,

oxidade e catalase, para BHC e BPH.

Tabela 4 — Resultados de testes fenotipicos das estirpes de Bactérias Produtoras de
Histamina (BPH) e Bactérias heterotréficas cultivaveis (BHC), isoladas do peixe serra
(Scomberomorus brasiliensis) oriundos da Feira do Mucuripe, Fortaleza Ceara.

Gram Oxidase Catalase
BHC BPH BHC BPH BHC BPH
Coleta - + - + - + - + - + - +
1 22 6 24 11 25 13 28 8 0 38 0 34

2 22 13 33 6 24 10 31 8 2 32 2 37

3 16 18 34 3 21 6 15 4 1 33 0 19

4 13 11 33 3 21 9 5 6 9 21 0 10

TOTAL 73 48 124 23 91 38 79 26 12 124 2 100

BPH- Bactérias Produtoras de Histamina, BHC - Bactérias heterotroficas cultivaveis
Fonte: O Autor.

Das 320 cepas isoladas, 268 seguiram para os testes de fenotipicos, as demais ndo
apresentaram crescimento favordvel para o estudo. Para esse teste, foram submetidas a analise
morfotintorial, através da colora¢do de Gram, identificadas: 197 (73,5%) cepas Gram negativas
— 124 produtoras de histamina e 73 heterotréficas cultivaveis, 71 (26,5%) cepas Gram positivas
— 23 produtoras de histaminas e 48 heterotroficas cultivaveis.

As bactérias que apresentaram produgdo de Histamina (BPH) revelaram quantidades
maiores de cepas Gram negativas do que as bactérias heterotréficas cultivdveis (BHC). Para as

cepas Gram positivas, as que mostram maior evidéncia foram as BHC seguidas das BPH.
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A grande maioria das pesquisas as quais estudam a presenca de histamina no pescado
se prende a espécies do ambiente marinho e lugares temperados ou de temperaturas baixas
(SILVEIRA, 2002).

A microbiota natural do pescado de ambientes frios e temperados, apresenta
predominancia de bactérias Gram negativas, como no caso do presente estudo, diferindo da
microbiota natural do pescado de dguas tropicais, que é composta tanto por bactérias Gram
negativas como por espécies de bactérias Gram positivas (JAY, 2005; VIEIRA, 2004).
Seguindo esse pensamento, a pesquisa de Hu, Huang e Chen (2014), afirma que muitos géneros
bacterianos, Gram negativos ou Gram positivos, habitam organismos aqudticos, e sao
produtores de histamina.

A producdo e quantificacdo de bactérias Gram positivas e negativas tem correlacio com
a estrutura do organismo do animal o qual poderd produzir o referido composto téxico, além de
ser especifica para cada organismo, e ird depender também dos hébitos do organismo, podendo
ocorrer variagdes de acordo com sua distribuicdo geografica, ambiente aquatico (parametros
fisico-quimicos), estagcdo do ano, temperatura das &4guas ocednicas e sua alimentagdo
(FAO/WHO, 2013; FENG; TEUBER; GERSHWIN, 2016).

De acordo com os resultados da etapa da andlise morfotintorial (GRAM), o percentual
maior encontrado foi de bactérias Gram negativas, com total de 197, e um total de 71 cepas
Gram positivas. E possivel recorrer a literatura, 2 frequéncia de bactérias do tipo Gram
negativas produtoras de histamina no pescado (BJORNSD()TTIR-BUTLER; GREN, 2010),
visto também que isso ocorre especialmente em organismos marinhos (FDA, 2011, KIM et al.,
2001), podendo também ser observado em bactérias Gram positivas (FAO/WHO, 2013).

E importante ressaltar que as bactérias identificadas na presente pesquisa sdo naturais
das branquias e abddomen do pescado. Algumas espécies que podem ser destacadas pela
literatura como produtoras de histamina Gram negativas sdo: Morganella morganii seguida por
Proteus vulgaris, Hafnia alvei, Salmonella spp. e Escheria coli (OLIVEIRA et al., 2004).

Segundo andlises feitas para a identificacdo de bactérias do tipo Gram Negativas em
peixes como Coryphaena hippurus (Dourado do mar) e Scomberomorus maculatese (Cavala)
e a producdo de histamina, revela a presenca de bactérias Morganella morganii, Enterobacter
aerogenes, Raoultella planticola/ornithinolytica e Photobacterium damselae como
responsaveis pela producao dessa toxina (BUTLER ez al., 2011).

Com base nos resultados na tabela 04 observa-se um valor diferenciado para a atividade
de catalase, a qual tem resultado positivo no total de 124 cepas de Bactérias Heterotréficas

cultivaveis, e 100 cepas para Bactérias Produtoras de Histamina.
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Esse resultado é importante, por ter sido comprovado que bactérias responsdveis por
produzirem histamina, tem como grande maioria a atividade simultdnea em apresentar oxidase

negativa e catalase positiva (SILVA et al., 2010).

Tabela 5 — Resultados de producdo de aminas biogé€nicas das quatro coletas,
conforme a parte do corpo analisada em 288 cepas de bactérias heterotréficas
cultivaveis, 1soladas do peixe serra (Scomberomorus brasiliensis) oriundos da Feira
do Mucuripe, Fortaleza Ceara.

Parte do
Corpo Ornitina Lisina Arginina
+ - + - + - Total

SD 4 20 9 15 7 17 72
BD 8 20 10 18 12 16 84
SE 7 19 9 16 12 12 75
BE 6 13 6 13 8 11 57

Total 25 72 34 62 39 56 288

SD: Superficie direita; BD: Branquia Direita; SE: Superficie Esquerda; BE:
Branquia Esquerda.
Fonte: O Autor.

Nas bactérias heterotréficas cultivdveis, foi possivel observar valores mais altos para o
teste de arginina, tendo 39 (41%) cepas, acompanhadas de 34 (35,4%) para lisina e 25 (25,77%)
para ornitina (TABELA 05). Da analise morfolégica e anatdomica, a branquia direita revelou
maior numero de isolados com resultados positivos.

De acordo com os resultados obtidos para a descarboxilagcdo positiva de aminodcido é
notado que os maiores resultados foram em maior quantidade, aminodcidos Arginina e Lisina.
Na literatura € visto que espécies de bactérias podem apresentar capacidade simultanea de
descarboxilagdo de diferentes aminodcidos resultando em outras aminas além da histamina
como cadaverina, amina de odor repulsivo (SILLA-SANTOS, 1996).

Desse modo, existem estudos que avaliam a necessidade de estudar as atividades e
presencas dos microrganismos na microbiota do pescado e suas respectivas atividades de
aumentar a atividade toxica da histamina, como no exemplo da cadaverina (SILLA-SANTOS,
1996). E importante lembrar que ocorre a ingestdo da histamina as mesmas bactérias inibem a

enzima DAO (diaminoxidases), acabando por interromper a desintoxicacdo (TAYLOR, 1985).
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Dentre as bactérias produtoras de histamina (BPH): 15 (26,31%) cepas tiveram
resultado positivo para arginina, seguidas de 9 (15,51%) para lisina e 6 (10,71%) para ornitina.
Dos 143 (82,65%) isolados, foi possivel observar valores negativos para todos os aminodcidos
testados. No que se refere ao local do corpo analisado, a superficie direita foi a que apresentou

a maior parte de resultados positivos (TABELA 06).

Tabela 6- Resultados de produgdo de aminas biogé€nicas das 4 coletas, conforme
a parte do corpo analisada em 173 cepas de bactérias produtoras de histamina,
isoladas do peixe serra (Scomberomorus brasiliensis) oriundos da Feira do
Mucuripe, Fortaleza Ceara.

Parte do

Ornitina Lisina Arginina
Corpo
+ - + - + - Total
SD 4 12 5 11 6 10 48
BD 2 8 3 7 2 7 29
SE 0 18 0 18 5 13 54
BE 0 14 1 13 2 12 42
Total 6 52 9 49 15 42 173

SD: Superficie direita; BD: Branquia Direita; SE: Superficie Esquerda; BE:
Branquia Esquerda.
Fonte: O Autor.

Como base nos dados apresentados na tabela acima se tratando da producdo de aminas
biogénicas, a arginina foi encontrada em maior quantidade, seguida da lisina e por dltimo
ornitina.

Diferente desses resultados, pesquisas relacionadas a producdo de histamina e a
identificacdo de aminodcidos revelam maiores resultados na producdo da toxina histaminica
dos aminodcidos, lisina e arginina (SILLA-SANTOS, 1996).

O fato da maior parte das bactérias que produzem histamina também serem capazes de
originar outras aminas biogénicas, € relatado por Feng, Teuber e Gershwin (2016). Ademais, a
identificacdo de bactérias como Pseudomonas (18%), Proteus (160,7%) e Vibrio (6,7%)
utilizado 150 exemplares, dentre eles, tildpia, sardinha e cavala, se mostraram precursoras na
producdo de aminas biogénicas e da toxina histaminica (REFAI et al., 2020)

Com base nas suas caracteristicas, a histamina nio apresenta volatilidade, oriunda da
atividade de descarboxilacdo do aminodcido L-histidina o qual sofre acdo da enzima histidina
descarboxilase. O surgimento desse composto pode ser sucedido pela autdlise bacteriana, em

especial nas familias das enterobactérias (SOUSA et al., 2015, RODRIGUES, 2007).
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A espécie escolhida para o estudo em questdo € pertencente a familia Scombridae, que
tem pré-disposi¢do para a formacdo de aminas biogé€nicas, por apresentar maior concentragao
do composto histidina livre (ARAUJO, 2013)

Com base na Portaria de n® 185 pertencente ao Ministério da Agricultura, Pecudria e
Abastecimento (MAPA) (BRASIL, 1997), as espécies de peixes que sdao produtoras de
histamina sdo as pertencentes as familias: Scombridae, Scombresocidae, Clupeidae,
Coryphaenidae e Pomatomidae, conhecidas por apresentarem elevadas concentracdes de
histamina na musculatura do organismo que podem acometer intoxicac¢do alimentar (SOUZA
etal., JAY, 2005).

Levando em consideragdo os periodos de coleta, € respaldado que no Estado do Ceara
ocorrem dois fendmenos naturais, sendo eles o periodo chuvoso (de marco a maio) e no periodo
de estio (estacdo seca — entre os meses de agosto e novembro) (GUEDES et al., 2005).

Sabe-se que as condi¢des de armazenamento do pescado seguem um padrdo de
acondicionamento. Nao se pode falar de conservacdo sem que seja citado o trindmio tempo-
temperatura-higiene, esse conjunto ¢ fundamental para um produto final de qualidade, mas,
uma vez que apenas um desses termos nao seja seguido, a fisiologia do animal dard condig¢des
para a microbiota do organismo se proliferar, decorrendo a formag¢ao de aminas biogénicas, no
caso a histamina (TAYLOR, 1986).

Visando analisar os fatos narrados anteriormente, se faz de extrema importincia a
averiguacdo e identificacdo de bactérias presentes na microbiota do pescado as quais possam
ser capazes de produzir amina biogénica, isso em diferentes estacdes do ano devido a variagdo
de temperatura, além desse quesito ter revelado discrepancia na variacdo da concentracdo de
histamina (EVANGELISTA, 2010, HUSS, 1997). Esses resultados sao divergentes da presente
pesquisa.

As andlises de identificacdo de aminodcidos apresentaram, positividade para arginina
(39 cepas nas BHC e 15 nas BPH), seguido por lisina (34 nas BHC e 9 nas BPH) e ornitina (25
nas BHC e 6 nas BPH). Em outros estudos € observado que a acdo da toxina da histamina é
intensificada pela presenca de aminas biogénicas, dentre elas: putrescina, cadaverina,
espermina e tiramina. Estas possuem correlacdo de simultaneidade com a histamina, devido a
descarboxilacdo dos aminodcidos presentes de forma livre, como: Arginina, Lisina e Ornitina
(SOUZA et al., 2015)

O presente estudo ressalta a importancia da realizagdo de mais pesquisas sobre producio
de aminas biogé€nicas e microrganismos no pescado, em dguas tropicias com uma contribui¢ao

ao setor de beneficiamento e comercializacdo de pescado de forma a estabelecer estratégias
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eficientes para o controle dessas substancias no pescado comercializado (CORDEIRO et al.,
2020, TAKEMOTO et al., 2019, SOUZA et al., 2015, TAKEMOTO et al., 2014, RODRIGUES
etal., 2012, OLIVEIRA et al., 2004, CARMO et al., 2010).
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5 CONCLUSAO

As contagens de bactérias produtoras de histamina (BPH) em espécimes de peixe
Serra nas branquias variaram de 2,48 a 6,47 no lado direito, 2,29 a 6,53 no lado esquerdo e

na superficie variaram de 2,39 a 4,51 no lado direito e 2,11 a 5,87 no lado esquerdo.

De acordo com a caracteriza¢do morfotintorial, a maioria dos isolados com capacidade
de descarboxilar a histidina no peixe Serra foram Gram negativas, com total de 124 cepas

isoladas, e minoria Gram positivas, no total de 23 cepas isoladas.

Além da descarboxilacdo de histidina, 121 dos isolados bacterianos foram capazes de
produzir outras aminas como cadaverina e putrecina. Desse total, caracterizados como

bactérias heterotroficas cultivaveis (BHC), 73 cepas Gram negativas e 48 Gram positivas.

Como uma contribuicdo ao setor de beneficiamento de pescado e de seguranca
alimentar da populacido mais pesquisas devem ser conduzidas para identificar as espécies em

dguas tropicais com potencial para produ¢do de histamina.
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