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RESUMO

A histamina é um dos produtos da deterioracdo microbiana do pescado, pode causar
intoxicacdo alimentar, geralmente denominada de intoxicacdo por escombrideos. O objetivo
deste trabalho foi isolar e identificar bactérias produtoras de histamina (BPH) no muco
superficial da pele e nas branquias da cavala (Scomberomorus cavalla) e avaliar o uso de
substancias com propriedades bioativas (6leos essenciais) para o controle do crescimento
bacteriano e, consequentemente, da formacéo de histamina. Foram realizadas quatro coletas
(maio a agosto de 2017), no Mercado dos Peixes (Fortaleza-CE). Foi realizada a quantificacéo
de bactérias heterotréficas cultivaveis (BHC) e de BPH. Foram analisadas as interagdes entre
as contagens das BHC e das BPH (total e com halo), entre as quatro coletas, através de analise
de variancia e teste de Tukey (p<0,05). As coldnias com coloracdo roxa e com halo no meio
diferencial para BPH (resultado positivo para a producéo de histamina) foram isoladas para a
identificagcdo. Os isolados foram classificados quanto as caracteristicas morfotintoriais e
identificados por biologia molecular. As BPH foram avaliadas qualitativamente quanto a
capacidade de produzirem cadaverina e putrescina, através da descarboxilacdo de lisina e
ornitina. Foi avaliada a atividade antimicrobiana dos 0leos essenciais de alecrim, cravo-da-
india (botdes) e gengibre, frente a 20 cepas de BPH identificadas e selecionadas. As
contagens para a superficie da pele da cavala foram de 4,52 Log UFC/cm? para BHC, 4,67
Log UFC/cm? para BPH (total) e 4,16 Log UFC/cm? para BPH (coloragédo roxa e halo). Para
as branquias 5,53 Log UFC/branquia para BHC, 6,8 Log UFC/branquia para BPH (total) e 6,2
Log UFC/branquia para BPH (coloracdo roxa e halo). Foram identificados 113 isolados de
BPH, 99 (87,61%) Gram negativos e 14 (12,39%) Gram positivos. Quanto a diversidade das
BPH, as mais abundantes foram dos géneros Pseudomonas (36%), Vibrio (18%), Aeromonas
(8%), Bacillus (4%) e Shewanella (4%). Das 113 BPH identificadas, 57 (50,44%)
apresentaram resultado positivo para descarboxilacdo de lisina e ornitina, 6 (5,32%) para
lisina, 15 (13,27%) para ornitina e 35 (30,97%) ndo apresentaram resultado positivo. Esta
pesquisa é uma contribuicdo ao conhecimento da diversidade de BPH em pescado marinho de
aguas tropicais. Foram quantificadas BHC e BPH (com resultado positivo) em quantidades
equivalentes no muco superficial da pele e nas branquias da cavala. Foi observada uma
influéncia da época do ano no nimero e na diversidade das BPH, ocorrendo provavelmente
pela sazonalidade do regime de chuvas no Estado do Ceara. BPH, tanto Gram negativas,
quanto Gram positivas estdo presentes na superficie da pele e nas branquias da cavala, porém

com predominancia de bactérias Gram negativas. A maioria das BPH isoladas foi capaz de



produzir também putrescina e cadaverina. O ¢leo essencial de cravo foi 0 mais eficiente como

antimicrobiano contra BPH.

Palavras-chave: Antimicrobiano natural. Intoxicacdo. Pescado.



ABSTRACT

Histamine is one of the products of fish microbial spoilage, can cause food poisoning,
generally referred to as scombroid poisoning. The aim of this work was to isolate and identify
histamine-producing bacteria (HPB) in the skin superficial mucus and gills of the mackerel
(Scomberomorus cavalla) and to evaluate the use of substances with bioactive properties
(essential oils) for the control of bacterial growth and, consequently, the formation of
histamine. Four samplings (May to August of 2017) were carried out at Fish Market in
Fortaleza-CE. The quantification of culturable heterotrophic bacteria (CHB) and HPB was
performed. The interactions between the CHB and the HPB (total and halo) counts were
analyzed among the four samplings through analysis of variance and Tukey's test (p<0.05).
The colonies with purple staining and halo in the differential medium for HPB (positive result
for histamine production) were isolated for identification. The isolates were classified as
morphotintorials and identified by molecular biology. The HPB were qualitatively evaluated
for the ability to produce cadaverine and putrescine by decarboxylation of lysine and
ornithine. The antimicrobial activity of rosemary, clove (buttons) and ginger essential oils was
evaluated against the 20 identified and selected HPB strains. The counts for the mackerel skin
surface were 4.52 Log CFU/cm? for CHB, 4.67 Log CFU/cm? for HPB (total) and 4.16 Log
CFU/cm? for HPB (purple and halo). For gills 5.53 Log CFU/gill for CHB, 6.8 Log CFU/gill
for HPB (total) and 6.2 Log CFU/qgill for HPB (purple and halo). There were 113 isolates of
HPB, 99 (87.61%) Gram negative and 14 (12.39%) Gram positive. As for the diversity of
HPB, the most abundant were Pseudomonas (36%), Vibrio (18%), Aeromonas (8%), Bacillus
(4%) and Shewanella (4%). Of the 113 HPB, 57 (50.44%) are positive for the decarboxylation
of lysine and ornithine, 6 (5.32%) for lysine, 15 (13.27%) for ornithine and 35 (30.97%)
didn’t present a positive result. This research is a contribution to the knowledge of the
diversity of HPB in tropical marine fish. CHB and HPB (with positive result) were quantified
in equivalent amounts in the skin superficial mucus and in the gills of the mackerel. It was
observed an influence of the time of year on the number and diversity of HPB, probably
occurring due to the seasonality of the rainfall regime in the State of Ceard. Both HPB Gram
negative and Gram positive are present on the mackerel skin surface and gills, but there is a
predominance of Gram negative bacteria. Most of HPB was also able to produce putrescine

and cadaverine. Clove essential oil was the most efficient as an antimicrobial against HPB.

Keywords: Natural antimicrobial. Intoxication. Fish.
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1 INTRODUCAO

O pescado € considerado um dos alimentos mais completos, constituindo uma
fonte rica em proteinas de alto valor bioldgico, vitaminas A, D, E e do complexo B e
minerais, dentre os quais calcio, fésforo, ferro e, no caso dos peixes de agua salgada, iodo.
Além disso, possui a fracdo lipidica rica em acidos graxos insaturados, como o dmega 3,
propostos como nutrientes essenciais, responsaveis por efeitos cardioprotetores, possuindo,
ainda, baixa concentracdo de colesterol (ARAUJO, 2013; SARTORI; AMANCIO, 2012;
SILVA, 2008).

Por conta da qualidade nutricional do pescado e da divulgacdo de estudos que o
associam com melhorias para a satde, tem aumentado, significativamente, o interesse por esse
alimento (SARTORI; AMANCIO, 2012). A média do consumo mundial, entre os anos de
2013 e 2015, foi de 20,2 kg per capita™ ano™ e, segundo estimativas da Food and Agriculture
Organization of the United Nations (FAO), em 2025, a média do consumo mundial chegara a
21,8 kg per capita™ ano™ (FAO, 2016).

No entanto, apesar de todas as caracteristicas benéficas sob o aspecto nutricional,
0 pescado é altamente susceptivel a deterioracdo, sendo um alimento altamente perecivel
devido a sua prépria constituicdo, com pH proximo a neutralidade, elevada atividade de agua
nos tecidos e elevado teor de nutrientes facilmente utilizaveis por microrganismos. Além
disso, o0 peixe apresenta, desde a captura, uma microbiota natural com grande potencial de
degradacdo (ASHIE; SMITH; SIMPSON, 1996; OGAWA; MAIA, 1999).

Um dos produtos da deterioragdo microbiana do pescado € a histamina, uma
amina biogénica, heterociclica, ndo volatil e termoestavel. A histamina é formada através da
descarboxilacdo, pela enzima bacteriana histidina-descarboxilase, que converte o aminoacido
L-histidina em histamina, durante a fase de post mortem do pescado. A formacao de histamina
é favorecida pela presenca de uma microbiota descarboxilase positiva, naturalmente presente
no peixe vivo, associada com condicBes de manuseio e estocagem inadequadas (CARMO et
al., 2010; SOUZA et al., 2015).

A histamina possui potencial alergénico, podendo causar intoxicacdo alimentar ao
ser humano, a qual € geralmente denominada de intoxicacdo por escombrideos, por estar
historicamente associada a intoxicacdo ap0s o consumo de peixes da familia Scombridae,
como cavala, atum e bonito, os quais sdo, particularmente, susceptiveis a formacdo de
histamina como resultado de contaminacgdo bacteriana, por conterem altos niveis de histidina
livre em seu musculo (BRINK et al., 1990; HALASZ et al., 1994; SOUZA et al., 2015).
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Vaérios surtos de intoxicacdo histaminica, relacionados ao consumo de peixes
escombrideos j& foram registrados, sendo o maior no Japdo, em 1973, com 2656 casos, devido
ao consumo de carapau (familia Scombridae) desidratado. A intoxicagdo histaminica é ainda
uma das mais prevalentes intoxicacGes originadas pela ingestdo de alimentos marinhos nos
Estados Unidos, onde de 1998 a 2007, foram notificados 321 surtos envolvendo 1.328 casos
com 58 internacdes, de acordo com o Centers for Disease Control and Prevention
(BJORNSDOTTIR-BUTLER; GREEN, 2010; KIM et al., 2003; LEHANE; OLLEY, 2000;
SINGH et al., 2012).

A refrigeracdo e o congelamento sdo considerados os melhores métodos para
controlar a formagdo de histamina e outras aminas biogénicas, em pescados, através da
inibicdo do crescimento microbiano. Porém, algumas bactérias podem crescer a baixa
temperatura e produzir niveis elevados de histamina, como por exemplo, Photobacterium
phosphoreum e ainda, Morganella psychrotolerans, uma bactéria capaz de produzir
concentragdes toxicas de histamina entre 0 e 5 °C (EMBORG; DALGAARD; AHRENS,
2006; KANKI et al., 2004; LEHANE; OLLEY, 2000; NAILA et al., 2010).

Por isso, de acordo com a FAO/WHO (2013), séo necessarios estudos, a fim de
determinar a diversidade e o papel da microbiota na producdo de aminas biogénicas em
peixes, assim como o efeito das diferentes populacdes da microbiota e a relacdo quantitativa
entre 0s seus niveis de producdo de amina biogénica, para que se possa desenvolver novas
técnicas e medidas preventivas para o controle da formacéo de histamina, principalmente em
espécies de peixes mais susceptiveis (BJORNSDOTTIR-BUTLER et al.,, 2015; HU;
HUANG; CHEN, 2014).

Assim, outros métodos para controlar o crescimento de bactérias produtoras de
aminas biogénicas, além do controle de tempo e temperatura, tém sido considerados e
analisados (NAILA et al., 2010).

Os aditivos alimentares com acdo antimicrobiana podem ser eficientes na reducgéo
da formacdo de aminas biogénicas, por inibi¢cdo do crescimento bacteriano, sendo o uso de
aditivos antimicrobianos de origem natural, uma alternativa eficaz, econémica e que atende
aos anseios dos consumidores por alimentos naturais e livres de aditivos sintéticos (NAILA et
al., 2010; SANTOS, 2010).

Os Oleos essenciais extraidos de vegetais sdo fontes de compostos
antimicrobianos, por conta disso, alguns autores tém estudado a atividade antimicrobiana dos
condimentos e/ou especiarias, assim como de seus Oleos essenciais. Extratos etandlicos de

alho apresentaram atividade antimicrobiana e inibiram a formacdo de aminas biogénicas
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contra cepas do género Bacillus (MAH; KIM; HWANG, 2009). Oleos essenciais de canela,
cravo, gengibre e anis inibiram a acumulagdo de aminas biogénicas e o crescimento de
Enterobactérias (LU et al., 2015). J& o eugenol, um composto do cravo-da-india apresentou
atividade antibacteriana contra Morganella morganii (LOMARAT et al., 2013). Desta forma,
verifica-se que as substancias inibitorias especificas de ocorréncia natural em especiarias
possuem potencial para inibir a formacdo de aminas biogénicas (NAILA et al., 2010;
MENDONCA, 2004; SANTOS, 2010).

Portanto, o uso de compostos antimicrobianos naturais, como nova tecnologia,
pode apresentar-se como uma alternativa eficiente para garantir a qualidade e seguranca em
espécies de peixes susceptiveis a formacdo de histamina, como a cavala (Scomberomorus
cavalla), uma espécie de peixe, pertencente a familia Scombridae, que apresenta carne
vermelha e um sabor bastante acentuado, devido a presenca de histidina, e que é considerada
uma das espécies de peixes mais apreciadas pela populacdo da regido Nordeste do Brasil,
possuindo importante valor econdmico na regido (LESSA, 2006).

Com isso, 0 objetivo deste trabalho foi isolar e identificar bactérias produtoras de
histamina no muco superficial da pele e nas branquias da cavala (Scomberomorus cavalla) e
avaliar o uso de substancias com propriedades bioativas (6leos essenciais), para o controle do
crescimento bacteriano e, consequentemente, da formacdo de histamina. Como objetivos
especificos, foram considerados: (1) analisar quantitativamente bactérias heterotroficas
cultivaveis e bactérias produtoras de histamina presentes no muco superficial da pele e das
branquias da cavala (Scomberomorus cavalla); (2) isolar e identificar as bactérias produtoras
de histamina isoladas do muco superficial da pele e das branquias da cavala (Scomberomorus
cavalla); (3) avaliar a atividade antimicrobiana e determinar a concentracdo inibitéria minima
(CIM) dos 6leos essenciais de alecrim, cravo-da-india (botdes) e gengibre, frente as bactérias

produtoras de histamina identificadas.



18

2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Produgéo e consumo de pescado no Brasil e no Nordeste

O Brasil apresenta um grande potencial e vantagens naturais para a producéo
pesqueira, pois conta com, aproximadamente, 5,5 milhGes de hectares de reservatorios de
agua doce e uma costa litoranea de 8,4 mil quildbmetros, com uma grande variedade de
ambientes costeiros entre estuarios, baias, manguezais, lagoas, rios, lagunas e enseadas. Além
disso, o pais possui clima extremamente favoravel para o crescimento de organismos
aquaticos, com potencial para cultivo de peixes, moluscos, crustaceos, algas, anfibios e
répteis, além da grande variedade de espécies nativas (POTENCIAL BRASILEIRO, 2014).

A producéo brasileira de pescados atingiu em 2011 a quantidade de 1.431.974,40
toneladas, sendo a pesca extrativa marinha a principal fonte de producéo de pescado nacional.
A pesca extrativa de organismos marinhos respondeu por 553.670,00 toneladas (38,7% do
total de pescado), seguida pela aquicultura continental (544.490,00 toneladas; 38,0%), pesca
extrativa continental (249.600,20 toneladas; 17,4%) e aquicultura marinha (84.214,30
toneladas; aproximadamente 6%) (BRASIL, 2011).

Segundo dados da agéncia americana Food and Agriculture Organization of the
United Nations (FAO), o Brasil ocupa a 112 posicdo no ranking mundial de producéo extrativa
de pescado de &guas interiores, produzindo 235.527,00 toneladas, em 2014 (FAO, 2016).

A regido Nordeste é responsavel pela maior producdo de pescado do pais, com
454.216,90 toneladas, correspondendo a 31,7% da producéo nacional em 2011, sendo também
a responsavel pela maior producdo nacional da pesca extrativa marinha, com 186.012,00
toneladas (BRASIL, 2011).

O Estado do Ceara, por sua vez, tem a pesca como uma das suas principais
atividades econdmicas, produzindo 98.256,80 toneladas de pescado, em 2011, sendo
21.788,00 toneladas provenientes da pesca extrativa marinha, 11.307,10 toneladas da pesca
extrativa continental e 65.161,70 toneladas da aquicultura (BRASIL, 2011). Segundo
Carneiro e Salles (2011), os principais produtos da pesca extrativa marinha cearense séo a
serra (Scomberomorus brasiliensis) e a cavala (Scomberomorus cavalla), cuja participacdo
relativa em nimero de individuos é de 68% e 20%, respectivamente.

Quanto a0 consumo per capita, no territdrio brasileiro, foi de 9,6 kg ano™ entre os
anos de 2013 a 2015. Porém, mesmo com as politicas e campanhas para incentivar o consumo

de pescado pela populacdo brasileira, esse valor ainda esta abaixo do minimo de consumo
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recomendado pela Organizacdo Mundial da Saide (OMS) que é de, pelo menos, 12 kg per
capita™ ano™. Contudo, a FAO estima que em 2025 o consumo per capita brasileiro sera de
12,7 kg ano™, o que corresponder4 a um aumento de 32,29% (FAO, 2016; ISAAC;
ALMEIDA, 2011; MACHADO, 2015; WHO, 2007).

2.2 Cavala (Scomberomorus cavalla)

A familia Scombridae abrange cerca de 50 espécies de peixes marinhos pelagicos,
com distribuicdo mundial. O género Scomberomorus pertence a esta familia e inclui o peixe
conhecido como cavala (Scomberomorus cavalla), recurso abundante em toda a costa
brasileira (FONTELES FILHO, 2000).

A cavala é uma espécie de peixe de habito pelagico e migratorio, de corpo
alongado, robusto e fusiforme, com coloragdo azul-metalica escurecida no dorso e com o
ventre prateado. Possui ampla distribuicdo geogréafica, ocorrendo desde o golfo do Maine nos
Estados Unidos, por todo o golfo do México, nos estados do Nordeste brasileiro, como Piauli,
Rio Grande do Norte, Pernambuco, Alagoas, Bahia e Ceara, até o Rio de Janeiro na regido
Sudeste do Brasil (FONTELES FILHO, 2000; KLEIN, 1973; LESSA, 2006).

De acordo com dados da producdo mundial, em 2014 foram capturadas
aproximadamente 919.644,00 toneladas de Scomberomorus spp (FAO, 2016). No Brasil, em
2011 foram produzidos através da pesca extrativa 4.531,10 toneladas de cavala (BRASIL,
2011).

A espécie € capturada durante o ano inteiro em regifes do Nordeste do Brasil,
sendo nos Estados do Ceara e Bahia registrados importantes volumes e onde ocorrem as
capturas mais significativas da regido Nordeste (LESSA et al., 2004).

No Estado do Ceara, a cavala se distribui ao longo de toda a plataforma
continental, se concentrando principalmente na porcdo externa e é considerada uma das
espécies mais importantes do ponto de vista econdémico, sendo um dos peixes mais adquiridos
pela populacdo de Fortaleza-CE, tendo grande valor comercial (FONTELES FILHO, 2000;
KLEIN, 1973; LESSA, 2006).

A cavala é uma espécie ovulipara, portanto tem fecundacdo e desenvolvimento
embrionario externos e a dieta alimentar é fundamentalmente onivora, tendo como alimentos
essenciais peixes de diversas espécies, como alimentos secundarios 0s crustaceos e moluscos,
e como alimentos ocasionais, celenterados e vegetais superiores e inferiores (FONTELES
FILHO, 2000).
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A cavala é considerada um peixe gordo, cuja gordura total apresenta-se distribuida
por todo corpo, principalmente na carne e na pele. Aradjo (2013), ao avaliar peixes da regido
amazonica, encontrou, nos lotes de cavala analisados, contetdo lipidico entre 0,56 + 0,005 g
100g™ e 2,81 + 0,08 g 100g™. J4 em estudo realizado por Menezes et al. (2009), foram
encontrados valores de 2,5 + 0 g 100g™ de lipideos para Scomberomorus cavalla oriunda da
costa maritima de Alagoas, Brasil.

O conteudo lipidico dessa espécie pode variar ao longo do ano, devido ao seu
crescimento e ciclo de maturacdo, acompanhado de periodos com oferta e escassez de
alimentos, podendo variar também de acordo com o tipo de musculo corporal, sexo, idade,
época do ano e habitat (ARAUJO, 2013; CAPONIO et al., 2004).

O musculo desta espécie consiste, ainda, em uma excelente fonte de aminoécidos
e proteinas de facil digestibilidade, além de possuir uma composicdo rica em lipidios
insaturados, fornecendo a dieta maior contetdo de acidos graxos denominados “essenciais”,
0S quais 0 organismo necessita para 0 seu correto funcionamento, porém os humanos e 0s
demais mamiferos sdo incapazes de sintetizarem, como por exemplo, o 6mega-3 (ARAUJO,
2013; MENEZES et al., 2009).

Os &cidos eicosapentaenoicos (EPA), docosaexaenoico (DHA) e o alfa-linolénico
sdo considerados os é&cidos graxos Omega-3 mais importantes para a dieta humana
(SARTORI; AMANCIO, 2012), estando relacionados com a reducdo dos triglicerideos
séricos e prevencdo de infartos. De acordo com Leaf (2006), a American Heart Association
recomenda que todas as pessoas devem consumir por semana pelo menos duas refeices de
peixe gordo, como salmé&o e cavala.

Com relacdo ao perfil de acidos graxos presentes na cavala, Menezes et al. (2009)
encontraram ao analisar filés, teores de 17,34% de é&cido palmitico, 10,45% de &cido
estearico, 7,74% de &cido oleico (C18:1 n-9), 6,91% de &cido linoleico (C18:2 n-6) e 2,90%
de alfa-linolénico (C18:3 n-3). No mesmo estudo, o somatério de &cido eicosapentaenoico
(EPA,; 20:5 n-3) e docosahexaendico (DHA; 22:6 n-3) para a cavala foi de 15,32%.

2.3 Aminas bioativas

As aminas bioativas ou biologicamente ativas sdo compostos nitrogenados, de
baixo peso molecular, em que um, dois ou trés atomos de hidrogénio da aménia (NH,) foram
substituidos por grupos alquila ou arila. Podem também ser definidas como bases organicas

alifaticas, aliciclicas ou heterociclicas, que sdo formadas por processos bioquimicos e
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participam de funcGes metabdlicas e fisiologicas importantes nos organismos vivos (BRINK
et al., 1990; CINQUINA et al., 2004; GLORIA, 2005; HALASZ et al., 1994; KIM; MAH;
HWANG, 2009; SHALABY, 1996; ZOTOU et at., 2003).

As aminas bioativas podem ser classificadas em funcdo do numero de
grupamentos amina na molécula, da estrutura quimica, da funcdo que exercem e da via
biossintética (GLORIA, 2005).

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

Com relacdo a estrutura quimica, as aminas podem ser classificadas em alifaticas
(putrescina, cadaverina, espermidina, espermina e agmatina), aromaticas (tiramina e
feniletilamina) e heterociclicas (histamina e triptamina) (BARDOCZ, 1995; SILLA-
SANTOS, 1996; SMITH, 1980-81).

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

Quanto a via biossintética, as aminas podem ser classificadas em naturais ou
biogénicas. As aminas naturais sdo formadas nas células durante a biossintese “in situ”, ou
seja, a partir de uma molécula mais simples, a medida que sdo requeridas (espermina e
espermidina), ou podem estar armazenadas nos mastocitos e baséfilos, como a histamina. Ja
as aminas biogénicas podem ser formadas através dos processos de aminagéo e transaminacao
de aldeidos ou cetonas, por hidrolise de compostos nitrogenados, decomposicao térmica ou
descarboxilacdo de aminoacidos, sendo a Ultima a principal via de formacdo, principalmente
em alimentos, por acdo de descarboxilases bacterianas (histamina, tiramina, feniletilamina,
triptamina, putrescina, cadaverina e agmatina) (BARDOCZ, 1995; BRINK et al., 1990;
GLORIA, 2005; MAINTZ; NOVAK, 2007; SHALABY, 1996).

2.3.1 Aminas biogénicas em alimentos

A formacdo de aminas biogénicas, tanto o tipo como a quantidade, dependem da
natureza do alimento (disponibilidade de aminoacidos livres), da presenca de microrganismos
descarboxilase positivos, que podem ser parte da microbiota de associa¢cdo do alimento ou

podem ser introduzidos por contaminagdo antes, durante ou apds o processamento do
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alimento, como também das condicfes favoraveis para o crescimento bacteriano, sintese e
acdo das enzimas descarboxilases (BRINK et al., 1990; SHALABY, 1996).

As aminas biogénicas sdo, em geral, denominadas em funcdo dos aminoacidos
que as originam, sendo as principais: histamina, tiramina, putrescina, cadaverina e triptamina,
sintetizadas pela descarboxilagdo dos amino&cidos histidina, tirosina, ornitina, lisina e
triptofano, respectivamente (BRINK et al., 1990; GLORIA, 2005).

As ingestdes normais de aminas biogénicas s&o metabolizadas no trato intestinal
por conjugacdo, ou mediante reacOes de oxidacdo baseada nas atividades das enzimas
aminoxidases, como as monoaminoxidases (MAO), as diaminoxidases (DAO) e as
poliaminoxidases (PAO) (SMITH, 1980-81). Assim, as aminas geralmente ndo apresentam
risco a salde humana. Entretanto, pode ocorrer intoxicacdo alimentar quando sdo ingeridas
elevadas concentragdes de aminas, saturando, assim, o sistema de desintoxica¢do, ou quando
o sistema natural de degradacgéo das aminas é inibido ou geneticamente deficiente (BRINK et
al., 1990; HALASZ et al., 1994; KIM; MAH; HWANG, 2009).

A determinagdo do limiar de toxicidade exata de aminas biogénicas €, portanto,
extremamente dificil, pois a dose toxica é fortemente dependente da eficiéncia dos
mecanismos de degradacdo da amina, que pode variar consideravelmente entre individuos
diferentes, do uso de certos medicamentos (agentes farmacoldgicos inibidores da MAO) que
diminuem a eficiéncia do sistema de desintoxicacdo, e também do consumo de bebidas
alcoolicas, que resulta em uma sensibilidade aumentada para as aminas biogénicas, pois o
etanol também pode atuar como inibidor da MAO. Por isso, 0 uso de alcool e medicamentos
deve ser levado em consideracdo ao avaliar os niveis toxicos em certos alimentos (BRINK et
al., 1990; HALASZ et al., 1994).

As intoxicaces alimentares mais notorias causadas por aminas biogénicas estao
relacionadas a histamina, que ocorre em graus variaveis em muitos alimentos, especialmente
aqueles ricos em histidina, sendo um composto de perigo potencial e relacionado
historicamente como o principal agente causador de intoxicacdo por peixes escombrideos
(BRINK et al., 1990).

2.4 Intoxicacdo alimentar por histamina
A intoxicacao histaminica, também denominada de intoxicacdo por escombrideos,

estd frequentemente associada a intoxicacdo apds o consumo de peixes da familia

Scombridae, como atum e cavala, os quais sdo particularmente susceptiveis a formacgdo de
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histamina como resultado de acdo bacteriana, por conterem grandes quantidades de histidina
livre em seus tecidos. E um tipo de intoxicagdo alimentar com sintomas e tratamento similares
aqueles associados com as alergias alimentares (BRINK et al., 1990; HUNGERFORD, 2010;
SILVA, 2008).

A intensificagdo do perigo de intoxicacdo por histamina é decorrente ainda das
caracteristicas de ndo volatilidade e da estabilidade ao calor da molécula de histamina. Esta
pode tornar o produto téxico mesmo antes de serem percebidas alteracGes, como deterioracdo
do produto ou caracteristicas sensoriais inaceitaveis (ASHIE; SMITH; SIMPSON, 1996;
BRINK et al., 1990).

Com isso, a fim de garantir a qualidade do pescado e a seguranc¢a do consumidor,
alguns paises tém estabelecido limites ou niveis maximos aceitaveis para histamina em
pescado. A agéncia americana Food and Drug Administration (FDA), preconiza um nivel
méximo de 50 mg kg™ de histamina para peixes escombrideos, enquanto as legislacdes do
Brasil e Mercosul estabelecem o limite maximo de histamina em peixes de 100 mg kg™. J4 a
Unido Europeia, exige o limite de 100 a 200 mg kg™ de histamina e uma amostragem de nove
peixes por lote (BRASIL, 1997; CE, 1991; FDA, 1995; VECIANA-NOGUES; MARINE-
FONT; VIDAL-CAROU, 1997).

Os sintomas e os efeitos tdxicos da intoxicacdo por histamina, que séo
semelhantes a uma alergia alimentar comum, sdo varidveis e incluem urticaria, erupcoes
cutéaneas, rubor, inchaco facial, dificuldade de degluticdo, sede, cefaleia, vertigem, dorméncia
oral, aumento da frequéncia cardiaca e queda da pressdo arterial. Até sintomas
gastrointestinais, como nauseas, vomitos, dores abdominais e diarreia. O edema de glote pode
ocorrer como uma consequéncia mais grave (GILBERT et al., 1980; MAINTZ; NOVAK,
2007; SHALABY, 1996).

Porém, a intoxicacao por histamina pode ser distinguida da alergia alimentar com
base na falta de histdria prévia de reac6es alérgicas do individuo ao alimento incriminado,
elevada taxa de ataque em surtos de grupo e na presenca de niveis elevados de histamina no
alimento incriminado (BRINK et al., 1990).

A histamina pode ser degradada em seres humanos por diferentes reacdes, porém
as duas principais rotas sdo a oxidacdo a imidazol-acetaldeido, pela enzima diamina oxidase
(DAO) e a metilacdo a 1,4-metil-histamina, pela enzima histamina N-metiltransferase (HMT).
Esses metab6litos tém pouca ou nenhuma atividade e sdo excretados na urina (GLORIA,
2005; HUNGERFORD, 2010).
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Porém, o sistema de degradacdo da histamina pode ser inibido pela administracdo
oral simultanea de outras aminas, potencializando a intoxicacdo alimentar causada pela
histamina. A putrescina e a cadaverina, que possuem uma atividade toxicolégica muito mais
baixa do que a histamina, podem potencializar o efeito tdxico da histamina, por inibir as
enzimas DAO e assim impedirem a desintoxicacdo da histamina. Outras aminas que podem
atuar como potencializadoras séo a tiramina (que pode inibir MAO), a triptamina (que inibe
DAO) e a feniletilamina (inibidora DAO e HMT) (BRINK et al., 1990; HALASZ et al., 1994:
SILLA-SANTOS, 1996; TAYLOR, 1985).

Com isso, de acordo com alguns autores, a presenca dessas substancias
potencializadoras, pode explicar porque, em alguns casos, peixes deteriorados sdo mais
toxicos que a mesma quantidade de histamina quando ingerida sozinha. Além disso, a
indicacdo de que pode haver multiplas toxinas, talvez agindo sinergicamente, pode explicar a
variabilidade clinica encontrada. Consequentemente, a existéncia de potencializadores pode
influenciar, drasticamente, a dose limiar toxica para histamina em alimentos (LEHANE;
OLLEY, 2000; SHALABY, 1996).

Sendo assim, o efeito toxicolégico e a gravidade dos sintomas dependem da
quantidade de histamina ingerida, susceptibilidade do individuo, presenca de outras aminas e
da fisiologia intestinal do individuo (LEE et al., 2015; SILLA-SANTOS, 1996).

O maior surto de intoxicacao histaminica foi registrado no Japao, em 1973, com
2656 casos, causados pelo consumo de carapau (familia Scombridae) desidratado. Desde
entdo, a rede mundial para a pesca, processamento e distribuicdo de peixes e seus produtos
reconheceu o envenenamento por histamina como um problema global (LEHANE; OLLEY,
2000; SINGH et al., 2012).

A intoxicacdo histaminica é ainda, uma das mais prevalentes intoxicacGes
originadas pela ingestdo de alimentos marinhos nos Estados Unidos, onde entre os anos de
1979 e 1980 mais de 200 pessoas ficaram doentes depois de consumir dourado congelado
importado. Outros incidentes relacionados a anchovas enlatadas e cavala fresca e congelada,
pescado azul e vongoles também foram reportados (KIM et al., 2003).

Segundo Bjornsdottir-Butler e Green (2010), nos Estados Unidos, este tipo de
intoxicacdo representou 7,5% de todos os surtos de origem alimentar e 38% de todas as
doencas relacionadas com marisco, relatadas entre 1990 e 2003. De 1998 a 2007, foram
notificados 321 surtos envolvendo 1.328 casos com 58 internacGes e nenhuma morte de

acordo com o Centers for Disease Control and Prevention.
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Porém, embora a intoxicagdo histaminica ocorra em todo o mundo e seja a forma
mais comum de intoxicacdo causada pela ingestdo de peixe, ndo existem estatisticas reais a
respeito destes incidentes, uma vez que os dados disponiveis sdo escassos e possivelmente
ndo retratam a prevaléncia real. Muitos casos de intoxicacdo histaminica ndo sdo reportados,
porque muitas vezes a doenca se manifesta de forma efémera, com sintomas que podem ser
relativamente leves, passageiros e as pessoas acometidas acabam ndo procurando ajuda
médica. Além disso, o desconhecimento dos médicos sobre a intoxicacdo histaminica leva a
diagndsticos errados. E ainda, mesmo quando o diagndstico é feito corretamente, muitos
paises ndo mantém um registro oficial dos surtos e ndo possuem sistemas adequados para
armazenar as informagdes destes casos. Desta forma, a real ocorréncia de intoxicagéo
histaminica ndo é conhecida (GLORIA, 2005; LEHANE; OLLEY, 2000).

No Brasil, ndo existem dados oficiais sobre a ocorréncia de casos de intoxicacédo
por histamina. Porém, na literatura, podem ser encontrados alguns poucos relatos de surtos de
intoxicacdo por escombrideos. Segundo Evangelista (2010), em estudo sobre a ocorréncia de
histamina em escombrideos, foram relatados trés surtos de intoxicacdo por escombrideos na
regido Nordeste do Brasil, comunicados a Vigilancia Sanitaria de Natal (Rio Grande do

Norte), envolvendo atuns e acometendo um total de 25 pessoas.

2.4.1 Formacao de histamina em peixes

O peixe fresco, imediatamente apds a captura, é praticamente livre de histamina,
porém, ao longo do tempo e dependendo da espécie de peixe, das condi¢cdes da captura,
temperatura e condigdes gerais de armazenamento (atmosfera, atividade de agua e
contaminacdo microbiana cruzada), os niveis de histamina aumentam como resultado do
metabolismo bacteriano (ARAUJO, 2013; BJORNSDOTTIR-BUTLER; GREEN, 2010).

A histamina [4-(2-aminoetil)imidazol], uma diamina priméria e heterociclica é
produzida em peixes por conversao enzimatica bacteriana, através da acao da enzima histidina
descarboxilase (HDC), produzida por certos microrganismos, que convertem o aminoacido
histidina a histamina (FIGURA 1). Existem duas classes de enzimas HDC, sendo uma classe
encontrada em células eucaridticas e bactérias Gram-negativas e a outra encontrada em
bactérias Gram-positivas. Ambas as classes possuem coenzimas associadas diferentes
(BJORNSDOTTIR-BUTLER; GREEN, 2010; FAO/WHO, 2013; OLIVEIRA et al., 2004).
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Figura 1 — Reacdo de descarboxilacdo do aminoacido histidina, pela acdo da
enzima bacteriana histidina descarboxilase (HDC).
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Fonte: Adaptada de European Food Safety Authority — EFSA (2011).

De acordo com Bjornsdottir-Butler e Green (2010), as bactérias produtoras de
histamina Gram-positivas sdo mais frequentemente associadas aos produtos fermentados
como salame, queijo, chucrute e vinho, enquanto as bactérias Gram-negativas sdao mais
comuns em peixes e seus produtos.

Em peixes, as bactérias produtoras de histamina (BPH) podem ser parte da
microbiota natural, a qual é influenciada pelo tipo de habitat aquatico, localizacdo geografica,
estacdo do ano, temperatura do oceano e o héabito alimentar dos peixes, sendo mais
comumente presentes na pele, guelras, ou no trato gastrointestinal dos peixes. As BPH
também podem ser introduzidas por contaminagdo cruzada durante processamento, por
manipulacdo ou por contato com superficies contaminadas (BJORNSDOTTIR-BUTLER et
al., 2011; FAO/WHO, 2013; SINGH et al., 2012; TAYLOR, 1985).

Assim, a quantidade de histamina produzida depende tanto do nivel de histidina
livre presente, que esta relacionado com a espécie de peixe, como também da quantidade e
atividade da enzima HDC, produzida por certas bactérias, que tem relacdo direta com a carga
microbiana e velocidade de multiplicacdo desses microrganismos. Sendo assim, a producéao de
HDC depende das condi¢cdes que favorecam o desenvolvimento das bactérias produtoras
(FAO/WHO, 2013; SINGH et al., 2012; TAYLOR, 1985).
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Na literatura cientifica inimeras bactérias, naturais ou contaminantes, foram
descritas como possuindo atividade de HDC, portanto, produtoras de histamina. A maioria
sdo bactérias Gram-negativas e do ambiente marinho, como Photobacterium damselae e P.
phosphoreum, Pseudomonas putrefaciens, P. putida e P. fluorescens, Vibrio alginolyticus e
Aeromonas hydrophila (BJORNSDOTTIR-BUTLER; GREEN, 2010; EFSA, 2011; KANKI
et al., 2004; VECIANA-NOGUES; MARINE-FONT; VIDAL-CAROU, 1997; VIEIRA,
2010).

As maiores representantes de BPH sdo as bactérias dos géneros Clostridium
(Clostridium perfringens), Lactobacillus e os membros da familia Enterobacteriaceae (como
Enterobacter cloacae e E. aerogenes, Morganella morganii e M. psychrotolerans, Raoultella
planticola, Hafnia alvei, Klebsiella pneumoniae, Escherichia coli, Escherichia vulneris,
Citrobacter freundii, Proteus mirabilis e P. wulgaris) (EFSA, 2011; EMBORG;
DALGAARD; AHRENS, 2006; GLORIA, 2005; TAYLOR et al., 1978; VECIANA-
NOGUES; MARINE-FONT; VIDAL-CAROU, 1997; VIEIRA, 2010).

Entre as enterobactérias, Morganella morganii, Hafnia alvei e Klebsiella
pneumoniae (bacilos Gram-negativos) sdo apontadas como as principais bactérias produtoras
de histamina, sendo frequentemente isoladas de peixes associados a intoxicacdo histaminica
(VECIANA-NOGUES; MARINE-FONT; VIDAL-CAROU, 1997; FAO/WHO, 2013).

Kim et al. (2003), em estudo sobre a presenca de Morganella morganii em peixes
frescos, encontraram M. morganii em todos os tecidos de 15 cavalas analisadas, sendo mais
frequentemente detectada nas branquias seguida da superficie. Ja Vieira (2010), em seus
estudos com cavala, identificou que as possiveis bactérias formadoras de histamina nesse tipo
de peixe seriam: Citrobacter freundii (indice de identificacdo de 99,4%), Aeromonas
hydrophila (indice de identificacdo de 96,4%) e Escherichia vulneris (indice de identificacdo
de 82,2%).

Kim, Mah e Hwang (2009), em investigacdo sobre as espécies microbianas
responsaveis pela formacdo de aminas biogénicas em peixes, observaram que a espécie
Enterobacter spp. era responsavel ndo so6 pela producdo de histamina, mas também pela
producdo de putrescina e cadaverina em pescado.

Contudo, a maioria dos estudos referentes a ocorréncia de histamina em pescado
se restringe a espécies do ambiente marinho de regifes temperadas ou de clima frio
(SILVEIRA, 2002). Existem poucas informacdes sobre a diversidade de BPH em animais

aquéticos de ambientes tropicais e subtropicais. E importante o conhecimento sobre essa



28

microbiota e o potencial risco de producéo de histamina em alimentos, assim como métodos
de prevencdo (FERRARIO et al., 2012; JIANG et al., 2013).

2.4.2 Medidas de controle da formagéo de histamina

Uma vez que a histamina é formada por bactérias, a formacdo desta pode ser
controlada através da inibicéo do crescimento de BPH, minimizando a producédo de enzimas e
consequentemente de histamina (FAO/WHO, 2013; NAILA et al., 2010; SHALABY, 1996;
SILLA-SANTOS, 1996).

Muitas condi¢es podem afetar o crescimento dos microrganismos produtores de
histamina, na qual a temperatura é a principal determinante. Por conta disso, a refrigeracéo e o
congelamento sdo apontados como os melhores métodos para controlar o crescimento das
bactérias que produzem a histamina e outras aminas biogénicas. No entanto, a refrigeracéo
sozinha ndo impede a formagéo de histamina e outras aminas biogénicas, pois algumas BPH
sdo psicrotroficas, podendo crescer a baixa temperatura e produzir niveis elevados de
histamina (EMBORG; DALGAARD; AHRENS, 2006; LEHANE; OLLEY, 2000; NAILA et
al., 2010).

Segundo Torido et al. (2014), uma grande variedade de espécies de peixes esta
contaminada com BPH, tanto mesofilicas, como psicrofilas, ambos os grupos com elevada
capacidade de producdo de histamina, embora apenas as BPH mesofilicas tenham sido
destaque de muitos estudos.

Emborg, Dalgaard e Ahrens (2006) identificaram Morganella psychrotolerans,
uma bactéria formadora de histamina, como uma bactéria psicrotolerante, capaz de produzir
concentracdes toxicas de histamina em temperaturas de 0 a 5 °C. Kanki et al. (2004), em
estudo com Photobacterium phosphoreum, revelaram que essa bactéria, se adapta a baixas
temperaturas, podendo ser responsavel pela producdo de histamina em peixes sob condicGes
de refrigeracdo. Além disso, sabe-se que a manutencdo da cadeia de frio durante as etapas de
transporte maritimo e terrestre é uma tarefa ardua e falhas eventuais nesta cadeia podem
propiciar o crescimento de microrganismos e a elevacdo nos teores de histamina (ARAUJO,
2013; GLORIA et al., 1999).

O gelo utilizado com a finalidade de preservar o pescado pode ser fonte de
contaminacdo por BPH. De acordo com Economou et al. (2016), o gelo pode ser um veiculo
de contaminac&o de peixes, uma vez que foram encontrados até 4,46 Log UFC mL™ de BPH

em gelo utilizado na refrigeragdo de pescado. Portanto, é necessario o desenvolvimento de
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outras medidas preventivas para o controle da formacdo de histamina em espécies de peixes
susceptiveis, onde procedimentos possam ser implementados para prevenir sua formacao
durante o armazenamento e no ponto de venda nos mercados de varejo (BJORNSDOTTIR-
BUTLER et al., 2015; LOMARAT et al., 2013; SILVA et al., 2011).

Outros fatores importantes também podem afetar o crescimento microbiano,
limitando a acumulacdo de aminas biogénicas nos alimentos, incluindo pH, disponibilidade de
Oxigénio e a competicdo com outros microrganismos deteriorantes. Com isso, outras medidas
de controle vém sendo investigadas para aplicacdo na industria de alimentos (NAILA et al.,
2010; SHALABY, 1996).

Medidas de controle para inibir a formagdo de aminas biogénicas e a histamina
podem incluir a aplicacdo de pressdo hidrostatica, irradiacdo, embalagem e o uso de aditivos
alimentares e conservantes. Sendo que, a maioria destes métodos ndo sdo novos em termos de
preservacdo de alimentos, mas ndo sdo comumente utilizados no controle da formacdo de
aminas biogénicas nos alimentos, podendo agir através da inibicdo de bactérias ou da
atividade das enzimas descarboxilases, responsavel pela producdo de aminas (NAILA et al.,
2010).

Os aditivos e conservantes, com acdo antimicrobiana, podem ser eficientes na
reducdo da formacdo de aminas biogénicas, por inibicdo do crescimento bacteriano. O uso de
aditivos antimicrobianos de origem natural € uma alternativa eficaz, econémica e que atende
aos anseios dos consumidores por alimentos naturais e livres de aditivos sintéticos (NAILA et
al., 2010; SANTOS, 2010).

Os 0leos essenciais extraidos de plantas séo fontes de compostos antimicrobianos,
por essa razdo, diversos autores tém estudado a atividade antimicrobiana dos condimentos
e/ou especiarias, assim como de seus 0leos essenciais. Extratos de pimenta da jamaica, sélvia,
cravo, canela e noz-moscada inibiram a formacdo de aminas biogénicas por Enterobacter
aerogenes. Ja o aldeido cindmico, um componente da canela, e o eugenol, um composto do
cravo-da-india, também foram analisados como inibidores eficazes da formacdo de aminas
biogénicas por bactérias especificas (E. aerogenes) (MENDONCA, 2004; NAILA et al.,
2010; SANTOS, 2010).

2.5 Biologia molecular na identificacdo de bactérias

As técnicas tradicionais para tipagem, subtipagem e identificacdo de géneros,

espécies e subespécies microbianas, na microbiologia de alimentos, fundamentam-se na
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utilizacdo de meios de cultura ndo seletivos e seletivos, complementadas por testes
morfoldgicos e bioquimicos (GANDRA et al., 2008).

Porém, nas Gltimas décadas, com os avancgos nos estudos de biologia molecular, o
uso de ferramentas moleculares para deteccdo e identificacdo precoce e rapida de
microrganismos indesejados nos alimentos tem sido objeto de vérios estudos, com aumento
significativo no desenvolvimento de técnicas moleculares para a deteccdo, identificacdo e
caracterizacdo de bactérias de interesse (GANDRA et al., 2008; GOMES et al., 2014;
LANDETE et al., 2007; POSTOLLEC et al., 2011).

As técnicas da biologia molecular, como a reagdo em cadeia da polimerase (PCR -
Polymerase Chain Reaction), aceleram a obtengdo de resultados e permite a prospecgédo de
medidas de controle mais eficientes. Possui vantagens como: rapidez, sensibilidade,
simplicidade e especificidade na detec¢do dos genes alvo (GANDRA et al., 2008; GOMES et
al., 2014; NELSON; COX, 2011; SILVA-PEREIRA, 2003). Ja, as técnicas fenotipicas,
comumente utilizadas, demandam maior tempo de analise e, na maioria dos casos, sao
necessarios varios testes para uma identificacdo em nivel de espécie (GANDRA et al., 2008).

A PCR € uma técnica desenvolvida por Kary Mullis em 1983, que consiste em
uma reacdo de polimerizacdo em cadeia, na qual se obtém grandes quantidades de um
fragmento especifico de DNA por meio de sua duplicagdo em modo exponencial (NELSON;
COX, 2011; SILVA-PEREIRA, 2003).

O principio da PCR envolve trés etapas basicas, que sao repetidas por varias vezes
em ciclos: desnaturacdo térmica do DNA molde; anelamento, a cada uma das fitas do DNA
molde, de oligonucleotideos sintéticos, complementares as sequéncias do DNA-alvo em fitas
opostas, que funcionam como os iniciadores da reacéo de polimerizacdo (primers); e por fim,
a polimerizacdo das novas fitas de DNA a partir de cada um dos iniciadores, por uma DNA-
polimerase altamente resistente a desnaturacdo em temperaturas elevadas, utilizando cada um
dos quatro desoxirribonucleotideos trifosfato (dNTP) (NELSON; COX, 2011; SILVA-
PEREIRA, 2003). O ciclo de aquecimento, resfriamento e replicacéo é repetido de 25 ou 30
vezes em um processo automatico. A PCR utiliza uma DNA-polimerase termoestavel, a Taq
DNA polimerase (derivada de Thermus aquaticus, uma bactéria que vive a 90 °C), a qual
permanece ativa apds cada reaquecimento e ndo precisa ser reposta (NELSON; COX, 2011).

A introducdo das técnicas moleculares, em investigacfes microbioldgicas, esta se
tornando uma alternativa vidvel aos métodos tradicionais baseados em meios de cultura. S&o
altamente sensiveis e apresentam diversas vantagens em relacdo aos métodos convencionais,

como maior rapidez, maior poder de tipificacdo e discriminacdo, bom limite de deteccdo,
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maior seletividade, especificidade e potencial para automacdo, além de permitir a
possibilidade de trabalhar com células viaveis, mas ndo cultivdveis nos meios de cultura
normalmente utilizados (GANDRA et al., 2008; LANDETE et al., 2007; NELSON; COX,
2011; POSTOLLEC et al., 2011; SOUZA, 2014).

2.6 Oleos essenciais

Desde os primeiros registros histéricos, extratos vegetais de plantas aromaticas
tém sido utilizados com diferentes fins em alimentos, medicamentos e cosméticos.
Atualmente, as propriedades antimicrobianas dos condimentos e dos seus extratos vegetais,
tém despertado grande interesse devido as perspectivas de constituirem uma alternativa
natural aos aditivos quimicos, pois através de varias pesquisas, pode comprovar-se a
eficiéncia dos 6leos essenciais de plantas como agentes antimicrobianos contra a microbiota
deterioradora e patogénica de alimentos (MACHADO; BORGES; BRUNO, 2011;
MENDONGA, 2004).

Os antimicrobianos alimentares sdo compostos adicionados ou presentes em
alimentos com a funcdo de retardar ou inibir o desenvolvimento microbiano, porém, a
utilizacdo indiscriminada e prolongada desses antimicrobianos tem levado a selecéo de cepas
microbianas progressivamente mais resistentes a diferentes substancias. A realidade de
nimeros cada vez maiores de bactérias mono e multirresistentes as substancias
antimicrobianas utilizadas, rotineiramente, despertou o interesse para a busca de novos
compostos antimicrobianos para a aplicacdo em alimentos (HUI et al., 2017; SOUZA, 2006;
TIPPAYATUM; CHONHENCHOB, 2007).

Os oOleos essenciais de plantas sdo agentes antimicrobianos naturais e
considerados de baixo risco de desenvolvimento de resisténcia microbiana, uma vez que sao
compostos por varias substancias, que, aparentemente, apresentam diferentes mecanismos de
acdo antimicrobiana, tornando mais dificil a adaptabilidade pelos microrganismos
(DAFERERA et al., 2000).

Originados do metabolismo secundério das plantas sdo compostos biodegradaveis
e volateis que estdo presentes em muitos 6rgdos vegetais, como flores, folhas, sementes,
raizes, cascas e frutos. Possuem propriedades antibacteriana, antifungica, antiparasitaria,
inseticida, antiviral e/ou antioxidante, que podem estar relacionadas com as funcdes que
exercem nas proprias plantas (ARIDOGAN et al.,, 2002; HYLDGAARD; MYGIND;
MEYER, 2012; SIQUI et al., 2000). Esses 6leos possuem composi¢do quimica complexa,
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podendo conter mais de 60 componentes em diferentes proporcdes. Caracterizam-se pela
presenca de dois ou trés compostos majoritarios, que, em geral, determinam a sua propriedade
biolégica. Porém, existem evidéncias de que 0s componentes minoritarios também
desempenham papel fundamental na atividade antibacteriana dos 6leos, possivelmente pela
producdo de efeito sinérgico com outros componentes (MACHADO; BORGES; BRUNO,
2011; SANTQOS, 2010).

A composi¢cdo quimica do dleo essencial de uma determinada planta pode variar
em funcdo da época de colheita, da origem geogréfica e das diferentes partes utilizadas
(DELAQUIS et al., 2002).

A atividade antimicrobiana dos Oleos essenciais é atribuida a presenca de
compostos fendlicos, aldeidos, terpenos, alcoois alifaticos, cetonas, acidos e isoflavondides.
(TURINA et al., 2006). A acdo desses 6leos envolve multiplos alvos dentro da célula, ndo

sendo atribuivel a um mecanismo especifico (FIGURA 2).

Figura 2 — Provaveis locais e mecanismos de a¢do dos
componentes dos 0leos essenciais na célula bacteriana.
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Fonte: Adaptado de Burt (2004).

Os 0Oleos essenciais e seus componentes possuem a capacidade de alterar a
permeabilidade e integridade da membrana celular e mitocondrial dos microrganismos,
tornando-as mais permeaveis com consequentes perdas de componentes citosélicos, ions e
moléculas, alterando as estruturas celulares e rompendo a homeostase (BURT, 2004; DONSI;
FERRARI, 2016; GUO et al., 2017). Como por exemplo, os compostos fendlicos, que alteram
a permeabilidade da membrana celular, permitindo assim a perda de macromoléculas, como a

ribose; e podem ainda interagir com proteinas da membrana celular causando deformacéo na
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sua estrutura e funcionalidade (BAJPAI; RAHMAN; KANG, 2008; BURT, 2004; CARSON;
MEE; RILEY, 2002).

Porém, apesar de 0s possiveis modos de acdo dos constituintes dos 6leos
essenciais de plantas, como agentes antimicrobianos, ja terem sidos analisados em diferentes
estudos, os exatos mecanismos especificos de a¢do ainda ndo foram estabelecidos (BAKKALI
et al., 2008; BURT, 2004).

A extracdo dos Gleos essenciais das plantas é geralmente realizada através da
técnica de destilacdo por arraste com vapor de &gua, ou pela prensagem do pericarpo de
algum fruto citrico, podendo ser aplicados como coadjuvantes em medicamentos ou nas areas
alimenticia, cosmética e de perfumaria (BIZZO; HOVELL; REZENDE, 2009; BURT, 2004).
Todavia, antes de sua aplicagdo em alimentos, a escolha do antimicrobiano deve ser baseada
na compatibilidade quimica e sensorial deste com o alimento alvo e que sejam conhecidas
cada uma de suas propriedades, como por exemplo, o seu modo de agéo, a sua efetividade
contra 0s microrganismos alvos, a influéncia da matriz dos alimentos e a sua seguranca
toxicolégica. E imprescindivel que seja estabelecido um equilibrio entre a sua eficiéncia
antimicrobiana, seguranca e aceitacdo sensorial do produto ao qual foi adicionado
(HYLDGAARD; MYGIND; MEYER, 2012; SETTANNI; CORSETTI, 2008).

2.6.1 Oleo essencial de alecrim (Rosmarinus officinalis L.)

O alecrim (Rosmarinus officinalis L.) € uma especiaria pertencente a familia
Lamiaceae, conhecida desde a antiguidade por seus efeitos medicinais. E comumente
utilizado com fins culinarios, medicinais e aromaticos, sendo o 6leo essencial aplicado em
cosméticos e perfumaria. Recentemente, diversos pesquisadores tém mostrado interesse por
suas propriedades antioxidante e antimicrobiana. E uma planta nativa do Mediterraneo e seu
nome em latim, “Rosmarinus”, significa “o orvalho que vem do mar”, em alusdo ao seu
aroma abundante das praias mediterrdneas onde o alecrim crescia e se desenvolvia
espontaneamente (AFONSO et al., 2008; FARIA, 2005; RIBEIRO, 2011).

Segundo Porte e Godoy (2001), os monoterpenos sS40 0S comMpostos
predominantes do 6leo essencial de alecrim, sendo os compostos hidroxilados, carbonilados e
0s epdxidos os principais responsaveis pela atividade antimicrobiana. De acordo com analises
da composicdo quimica do 6leo essencial de alecrim, realizadas por Ribeiro (2011), os
principais componentes encontrados foram o o-pineno (19,8%), B-mirceno (24,2%), 1,8

cineol (22,2%) e verbenona (9,3%), correspondendo a 75,5% do total do 6leo.
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Porém, ainda segundo Ribeiro (2011), a composicdo do 6leo essencial de alecrim
pode variar quantitativa e/ou qualitativamente, devido as particularidades da regido de cultivo
da planta.

Os monoterpenos, presentes no 6leo essencial de alecrim, exercem sua atividade
antimicrobiana através do rompimento da integridade da membrana das bactérias, acéo
facilitada pela caracteristica hidrofobica dos dleos essenciais, que permite a penetragdo de
compostos lipidicos nas mitocondrias e na membrana celular, rompendo a estrutura das
células e resultando na saida de moléculas importantes de dentro da célula, provocando assim,
a morte da bactéria (BURT, 2004).

Ribeiro (2011), ao avaliar a atividade antimicrobiana do 6leo essencial de alecrim
contra bactérias isoladas de alimentos, verificou que todos 0s microrganismos testados
(Escherichia coli, Salmonella spp. e Staphylococcus coagulase positiva) foram susceptiveis a
acdo do dleo essencial. Os valores de concentragdo inibitoria minima (concentragdo minima
capaz de inibir o desenvolvimento microbiano), do 0leo essencial de alecrim para as cepas de
Escherichia coli (EC16, MOA46 e MOAb1), de Salmonella spp. (MOA25 e SAL.16) e
Staphylococcus coagulase positiva (SA06) foi de 200 uL mL™ (20% v v*) e para a cepa de
Salmonella (MOA23) foi de 400 pL mL™ (40% v v™).

2.6.2 Oleo essencial de cravo (Syzigium aromaticum L.)

O cravo-da-india (Syzigium aromaticum L., familia Myrtaceae) ¢ uma planta
arbdrea, endémica, originaria das Ilhas Molucas (Indonésia), com forte odor aromatico, sabor
ardente e caracteristico, com enorme potencial como conservante alimentar com acao contra
bactérias patogénicas e deteriorantes. Os cravos comerciais sdo 0s botdes de flores secas e ndo
expandidas, que sdo usados como condimentos ou especiarias em muitos alimentos, e em
aplicacGes farmacéuticas (EL-MAATI et al., 2016; SANTOS, 2010).

O Oleo extraido da planta contém de 70 a 95% de eugenol livre (4-alil-2-
metoxifenol), um fenol largamente distribuido no reino vegetal, principalmente como
constituinte de Oleos essenciais de plantas. O eugenol é o principal constituinte quimico
presente na especiaria e apresenta efeitos anti-inflamatério, cicatrizante, analgésico e
antimicrobiano (SANTOS, 2010).

O possivel mecanismo de acdo do eugenol esta relacionado com sua natureza

fendlica e ocorre em nivel de membrana plasmaética, juntamente com a inativacéo de enzimas
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e/ou no material genético celular. E comumente utilizado como antimicrobiano e antifiingico,
por possuir amplo espectro de acdo (SANTOS, 2010).

Trajano et al. (2009), em estudo sobre a atividade antibacteriana de 6leos
essenciais de cravo, sobre cepas de bactérias Gram-positivas, como Bacillus cereus (ATCC
11778), Bacillus subtilis (ATCC 6633), Listeria monocytogenes (ATCC 7664) e
Staphylococcus aureus (ATCC 6538), e sobre cepas de bactérias Gram-negativas, como
Escherichia coli (ATCC 8739), Klebsiella pneumoniae (ATCC 4362), Pseudomonas
aeruginosa (ATCC 9027), Salmonella enterica (ATCC 6017), Serratia marcencens (ATCC
13880) e Yersinia enterocolitica (ATCC 9610), constataram que este dleo essencial inibiu
todas as bactérias testadas com formacédo de halos de inibi¢do de até 30 mm de diametro.

Ja Santos (2010), ao avaliar o efeito de dleos essenciais na conservagao de
vongole (Anomalocardia brasiliana), concluiu que o 0leo essencial de cravo foi eficaz na
inibicdo de cepas de Salmonella spp., tornando-se uma alternativa eficaz para a conservagéo
deste produto, conservando-o em niveis microbiologicamente aceitaveis por até 120 horas de
armazenamento.

Shakila, Vasundhara e Rao (1996), em investigacdo sobre o efeito do cravo na
producdo de histamina e outras aminas biogénicas e na atividade de histidina descarboxilase
de Morganella morganii, em cavalas armazenadas a 30 °C, concluiu que o extrato de cravo
foi eficaz na inibicdo da producdo de histamina e da atividade da enzima histidina
descarboxilase de M. morganii e também eficaz na inibicdo de outras aminas biogénicas
presentes. Portanto, a aplicacdo desta especiaria pode prolongar a vida util dos peixes

susceptiveis a formacdo de histamina.

2.6.3 Oleo essencial de gengibre (Zingiber officinale Roscoe)

O gengibre (Zingiber officinale Roscoe) é uma planta da familia Zingiberaceae
originaria do Sudeste Asiatico e foi uma das primeiras especiarias a ser conhecida na Europa
por volta do século IX. Possui rizoma ramificado, de cheiro e sabor picante e agradavel, o
qual é amplamente utilizado como especiaria na culinaria, além de ser bem conhecido na
medicina tradicional e por sua atividade antimicrobiana (MAGALHAES et al., 1997;
ZANCAN, 2001).

Singh et al. (2008), em estudo sobre a composic¢do quimica do 6éleo essencial de
gengibre, identificaram 57 compostos no 6leo essencial. De acordo com estudo realizado por

Andrade et al. (2012), os compostos majoritarios presentes no 6leo essencial de gengibre sdo
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0S monoterpenos oxigenados, geranial (25,06%), neral (16,47%), 1,8-cineol (10,98%),
geraniol (8,51%) e acetato de geranila (4,19%) e o monoterpeno biciclico, canfeno (4,30%).
Esses resultados corroboram com os valores encontrados por Majolo et al. (2014), que
identificaram como compostos majoritarios do éleo essencial de gengibre o geranial (23,9%),
neral (17,2%), 1,8-cineol (16,0%) e canfeno (11,4%). Porém, a composi¢cdo do 6leo essencial
de gengibre pode variar de acordo com a origem geografica, secagem, época de colheita e tipo
de adubacdo (MARTINS, 2010).

Majolo et al. (2014), ao avaliarem a atividade antimicrobiana do 6leo essencial de
gengibre frente a 14 cepas de Salmonella spp. isoladas de amostras de frango resfriado,
obtiveram como concentracdo inibitéria minima a variacdo de 2500 a 5000 pug mL™ e de
concentracdo bactericida minima a variagdo de 5000 a 10000 pg mL™,

Segundo Singh et al. (2008), a atividade antimicrobiana do 6leo essencial de
gengibre deve-se as quantidades consideraveis de compostos fendlicos presentes, no entanto,
é provavel que a eficiéncia global do 6leo essencial seja resultante da acdo sinérgica de todos

0S Seus constituintes.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Material

Foram realizadas quatro coletas, uma coleta por més, no periodo de maio a agosto
de 2017. Cada coleta foi composta por dois espécimes de cavalas (Scomberomorus cavalla)
resfriadas, com pesos que variaram entre 0,8 kg a 3 kg, comprimento total de 55 a 81 cm e
comprimento furcal de 50 a 73 cm.

As cavalas foram obtidas do Mercado dos Peixes, localizado no Bairro Mucuripe
do municipio de Fortaleza-CE. Imediatamente apds cada coleta, 0s peixes foram
acondicionados em caixas isotérmicas e transportados ao Laboratério de Microbiologia
Ambiental e do Pescado (LAMAP), do Instituto de Ciéncias do Mar (Labomar), da
Universidade Federal do Ceara, para os procedimentos das analises microbioldgicas.

3.2 Processamento das amostras
Em laboratorio, o0 muco da pele da cavala foi colhido por esfregaco usando swab
embebido em solucéo salina 1% de NaCl, de uma area total de 100 cm?, tanto do lado direito,

quanto do lado esquerdo, de cada espécime (FIGURA 3).

Figura 3 — Obtencdo do muco superficial da pele da cavala
(Scomberomorus cavalla) atraves de esfregaco com swab.

Fonte: Propria autora.
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A obtencdo da microbiota das branquias também foi realizada através de
esfregaco com swab embebido em solugdo salina 1% de NaCl, em toda a superficie das
branquias do lado direito e do lado esquerdo de cada espécime (FIGURA 4).

Figura 4 — Esfregaco com swab na superficie das branquias.

Fonte: Propria autora.

As amostras foram entdo submetidas a dilui¢des seriadas até 10™ usando solucio
salina 1% NaCl como diluente. Aliquotas de 100 uL de cada diluicdo foram inoculadas, pela
técnica de spread plate, em duplicata, em meio de cultura Agar de Contagem em Placas
(PCA) (Difco®), para a quantificacdo de bactérias heterotroficas cultivaveis (BHC) e em
meio diferencial para bactérias produtoras de histamina (BPH), para a quantificacdo das BPH.
As placas inoculadas foram incubadas em estufa bacteriol6gica por 48 horas a 35 °C
(FIGURA5).
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Figura 5 — Fluxograma do processamento das amostras.
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Fonte: Elaborada pela autora.

O meio diferencial utilizado para as BPH foi descrito por Niven, Jeffrey e Corlett

(1981) com modificacGes, de acordo com Mavromatis e Quantick (2002), composto por: 0,5%
de caldo triptona, 0,5% de extrato de levedura, 2% de L-histidina.2HCI, 0,5% de NaCl, 0,1%

de CaCOs, 3,0% de Agar e 0,006% do indicador plrpura de bromocresol (pH 5,3).
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3.3 Quantificacdo de bactérias heterotréficas cultivaveis e de bactérias produtoras de

histamina

Apos o periodo de incubacdo, as placas das diluicdes com crescimento entre 25 e
250 colbnias foram escolhidas para o célculo das Unidades Formadoras de Colonias (UFC),
segundo recomendacBes de Downes e Ito (2001). Em meio diferencial para BPH, além da
contagem do total de col6nias, foram contadas as colénias com coloragdo roxa e com halo
(FIGURA 6), resultado do aumento do pH do meio apds a formacdo de histamina, de acordo
com Niven, Jeffrey e Corlett (1981).

Figura 6 — Colbnias com coloragdo roxa e com halo em meio
diferencial para bactérias produtoras de histamina.

Fonte: Propria autora.

Os resultados das contagens para 0 muco da pele da cavala foram expressos em

Log UFC/cm?, utilizando a Equagéo 1.
Log UFC/cm2 = Log ((% x10™ x FC) + 100) 1)

Ja os resultados para as contagens das colbnias das branquias foram expressos em

Log UFC/branquia, utilizando a Equacao 2.

Log UFC/branquia = Log (aTH’ x10™ x FC) (2
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Onde:
a e b = contagem placas em duplicata;
10" = inverso da diluicio;

FC = fator de correcdo (fator de corregéo igual a 10, para spread plate feito com 100 pL).

3.3.1 Analises estatisticas

O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado (DIC), em
esquema fatorial, utilizando o software Sisvar®. Foram analisadas as interacfes entre as
contagens das bactérias heterotroficas cultivaveis (BHC) e das bactérias produtoras de
histamina (BPH), total e com halo, entre as quatro coletas.

Os fatoriais analisados para pele e branquias foram: BHC, BPH total e BPH com
halo (3) x coletas (4). Os dados foram analisados a partir de analise de variancia (ANOVA), a
fim de avaliar se existe diferenca significativa (p<0,05) e para a comparacdo entre as medias
utilizou-se o teste de Tukey com 5% de significancia (FERREIRA, 2011).

3.4 Isolamento e identificacdo das cepas bacterianas produtoras de histamina

3.4.1 Isolamento

As colbnias que apresentaram coloracdo roxa e com halo nas placas com meio
diferencial para bactérias produtoras de histamina (NIVEN; JEFFREY; CORLETT, 1981,
MAVROMATIS; QUANTICK, 2002) foram isoladas e transferidas para tubos com 0 mesmo
meio diferencial e incubadas em estufa bacterioldgica a 35 °C por 48 horas, para posterior
identificacéo.

Os isolados presuntivamente produtores de histamina foram considerados
confirmados para a producdo de histamina, com o desenvolvimento de coloracdo roxa intensa,
em tubos com o meio diferencial, como resultado da alcalinizacdo do meio pela presenca de
histamina (FIGURA 7).
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Figura 7 — Tubos de ensaio com os isolados bacterianos
produtores de histamina, com resultado positivo para a produgédo
de histamina em meio diferencial.

Fonte: Prépria autora.

3.4.2 Classificacdo morfotintorial das bactérias produtoras de histamina isoladas

As cepas bacterianas produtoras de histamina isoladas foram primeiramente
analisadas quanto as caracteristicas morfoldgicas e estruturais da parede celular, através da
técnica de coloracdo de Gram (FIGURA 8), a qual classifica as bactérias em dois grandes
grupos: Gram positivas ou Gram negativas, baseado na diferenca de composicdo da parede
celular e na capacidade dessa em reter o corante (TORTORA; FUNKE; CASE, 2012).

Para isso, 0s isolados foram renovados em meio de cultura ndo seletivo (Agar de

Contagem em Placas) e incubados em estufa bacterioldgica a 35°C por 24 horas.
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Figura 8 — Fluxograma da técnica de Coloracdo de Gram.
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Fonte: Elaborada pela autora.

3.4.3 ldentificacdo das bactérias produtoras de histamina
3.4.3.1 Extracédo do DNA total

As culturas puras foram inoculadas em caldo contendo histidina (NIVEN;
JEFFREY; CORLETT, 1981) e incubadas a 35°C por 48 horas. Apos este periodo, retirou-se
uma aliquota de 1 mL do in6culo para a extracdo do DNA total utilizando kit comercial
Wizard® Genomic DNA Purification Kit (Promega) de acordo com as instrucdes do
fabricante.

A eficiéncia do protocolo foi verificada por eletroforese em gel de agarose a 1%
com tampdo de Tris-EDTA (45 mM; pH 7,8 [1 mM EDTA]), a 120V e registrado em
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equipamento de fotodocumentacgéo digital (Kodak® EDAS290). Todas as amostras de DNA

extraidas foram mantidas a 4 °C até a reacdo em cadeia da polimerase (PCR).

3.4.3.2 Amplificagéo do DNA (regido 16S DNAr) e sequenciamento

A partir do DNA total extraido, foi realizada a amplificacdo de sequéncias
universalmente conservadas nos genes 16S rDNA bacteriano, através da Reacdo em Cadeia de
Polimerase (PCR), utilizando o par de oligonucleotideos iniciadores universais 1401L (5°-
CGG TGT GTA CAA GGC CC - 3’) e 968U (5’-AAC GCG AAG AAC CTT AC- 3,
descritos por Lopez et al. (2003).

O Mix da reacdo de PCR foi preparado para um volume final de 50 pL, com
composicdo e condigdes de termociclagem descritas na Tabela 1. As amplificacbes foram
realizadas em termociclador AmpliTherm modelo TX96. Como padréo para a reacdo foi

utilizado uma amostra de DNA de uma cepa padréo de Vibrio parahaemolyticus (I0C 18950).

Tabela 1 — Composi¢do do Mix de reagentes e condicdes de termociclagem utilizados nas
reacOes de amplificacao.
Composicao do Mix

Condicdes de termociclagem

Reagente Volume
DNA extraido 2 uL Desnaturacéo 94 °C/ 2 min.
H,0 ultrapura Até completar o
volume final
Primer 1401L 0,4 uL Desnaturacéo/ 30 ciclos:
Primer 968U 0,4 uL anelamento 94 °C/ 1 min.; 52 °C/ 1 min.;
72 °C/ 2 min.
MgCl, 0,8 uL
dNTP 0,4 uL Extenséo final 72 °C/ 8 min.
Tampao 1x 4 uL
Taqg DNA 0,4 uL
polimerase

Fonte: Elaborada pela autora.

Os produtos de amplificacdo foram analisados através de eletroforese em gel

agarose 1%, visualizados e registrados usando equipamento de fotodocumentacdo digital
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(Kodak® EDAS290). Foi utilizado um marcador molecular de 1kb DNA ladder (Sigma®)
para visualizar o tamanho dos amplicons gerados.

Os amplicons obtidos foram enviados ao Nucleo de Plataformas Tecnoldgicas
(NPT) do Instituto Aggeu Magalhées, da Fundagdo Oswaldo Cruz (Fiocruz — Pernambuco),
para a realizacdo dos sequenciamentos, utilizando sequenciador automatico 3500xL Genetic
Analyzer for Human Identification (Applied Biosystems), tendo como principio o método
descrito por Sanger, Nicklen e Coulson (1977). As sequéncias obtidas foram analisadas no
programa BLAST (ALTSCHUN et al., 1997) e comparadas as sequéncias da base de dados
GenBank do National Center for Biotechnology Information (NCBI).

3.5 Avaliacao da producéo de outras aminas biogénicas

As cepas bacterianas produtoras de histamina foram avaliadas qualitativamente
quanto a capacidade de produzirem cadaverina e putrescina, através da descarboxilacdo dos
aminoacidos lisina e ornitina, respectivamente.

Para isso, cada cepa foi inoculada com o auxilio de uma alca de niquel-cromo em
trés tubos de ensaio: dois tubos contendo o meio basal (caldo com o indicador vermelho de
fenol) e 0,5% dos aminoacidos a serem testados (lisina e ornitina) e um tubo contendo o
mesmo meio basal, porém sem qualquer amino&cido (controle). Apos a inoculagdo, a cada
tubo foi acrescentado 1 mL de dleo mineral tindalizado (KONEMAN; ALLEN; JANDA,
2001).

Em seguida foi feito a incubacdo em estufa bacteriologica a 35 °C por até 5 dias.
O meio inoculado tem viragem primeiramente para amarelo, como resultado da producéo de
acido, originario da glicose existente no meio basal. Quando ocorre a descarboxilacdo do
aminodacido, o meio torna-se alcalino, de cor avermelhada, porém o tubo controle permanece
acido, de cor amarela (FIGURA 9).


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/
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Figura 9 — Fluxograma do Teste de descarboxilagdo dos aminoacidos lisina

e ornitina.
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Fonte: Elaborada pela autora.

3.6 Avaliagdo da atividade antimicrobiana dos Oleos essenciais frente as bactérias

produtoras de histamina

A atividade antimicrobiana dos Oleos essenciais de alecrim, cravo-da-india
(botbes) e gengibre foi avaliada frente as cepas bacterianas produtoras de histamina
selecionadas. Foi considerado como critério para a selecdo das cepas bacterianas produtoras
de histamina, a capacidade das mesmas em produzirem também outras aminas biogénicas, no
caso putrescina e cadaverina.

Os 0leos essenciais utilizados foram obtidos da Empresa Ferquima Ind. e Com.
Ltda. (Vargem Grande Paulista, S8o Paulo, Brasil), os quais foram extraidos por destilacdo
por arraste de vapor.

A avaliacdo da atividade antimicrobiana dos 6leos essenciais foi realizada através
da determinacdo da Concentracdo Inibitéria Minima (CIM), ou seja, a concentracdo minima
capaz de inibir o desenvolvimento microbiano, a qual foi determinada para cada
microrganismo selecionado, utilizando-se a técnica de difusdo em discos, segundo o Clinical
and Laboratory Standard Institute (CLSI, 2010).

Com base em alguns estudos, foram avaliadas as concentrages de 100 uL mL™,
500 uL mL™ e 1000 uL mL™ dos 6leos essenciais de alecrim (RIBEIRO, 2011), cravo-da-
india (SANTOS, 2010) e gengibre (MAJOLO et al., 2014).
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Como diluente foi utilizado Tween 80, na concentracdo de 10% (v v™), o qual
também foi utilizado como controle negativo para as analises das CIM. Como controle
positivo foi utilizado o antibiético Cloranfenicol na concentracéo de 30 pg mL™ (BD®).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Quantificacdo de bactérias heterotréficas cultivaveis e de bactérias produtoras de
histamina do muco superficial da pele e das branquias

As contagens de bactérias heterotréficas cultivaveis (BHC) e de bactérias
produtoras de histamina (BPH) da superficie da pele da cavala (Scomberomorus cavalla)
foram de 4,52 Log UFC/cm? para as BHC, 4,67 Log UFC/cm? para as BPH no total e 4,16
Log UFC/cm? para as BPH com coloragdo roxa e halo (TABELA 2).

Com relagdo aos meses de coletas avaliados, ndo houve diferenga significativa
das quantificacbes dentro do periodo de maio a agosto de 2017 para o muco superficial de
pele da cavala (TABELA 2).

Tabela 2 — Contagem Padréo em Placas (CPP) em Log UFC/cm? de
Bactérias Heterotroficas Cultivaveis (BHC) e de Bacteérias
Produtoras de Histamina (BPH) do muco superficial da pele da
cavala (Scomberomorus cavalla).

Coletas
Maio Junho Julho Agosto Média

BHC 465aA 4,40aA 4,46aA 455aA 4,52ab
BPH total 4,47aA 4,75aA 469aA 4,76aA 467a
BPHhalo 390aA 4,17aA 426aA 432aA 416D

Média 434 A 444A 447 A 454A

Fonte: Elaborada pela autora.

Letras mailsculas diferentes em colunas diferentes diferem estatisticamente pelo
teste de Tukey (p<0,05).

Letras mindsculas diferentes em linhas diferentes diferem estatisticamente pelo
teste de Tukey (p<0,05).

DMS = diferenca minima significativa. DMS bactérias = 0,39. DMS coletas =
0,49. DMS bactérias x coletas = 0,78. DMS coletas x bactérias = 0,86.

Bactérias

Ao analisar as quantificacdes do muco superficial da pele da cavala, pode se
verificar que o nimero de BHC ndo diferiu estatisticamente do nimero de BPH no total, nem
do niimero de BPH com halo (GRAFICO 1). Diferentemente do encontrado por Kim et al.
(2001a), ao avaliarem BHC e BPH de albacoras (Thunnus alalunga), provenientes da costa de
Oregon. Segundo os autores, as contagens de BPH positivas (coloracdo roxa com halo) em
meio diferencial de Niven, Jeffrey e Corlett (1981), foram geralmente inferiores as obtidas em

agar padrdo, em aproximadamente um ciclo logaritmico.
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Quanto ao numero de BPH do muco superficial da cavala, o nimero total de
colénias em meio diferencial para BPH foi significativamente superior ao nimero de BPH
com resultado positivo para a producdo de histamina, em meio diferencial. Portanto, algumas
bactérias sdo capazes de crescer no meio diferencial para BPH de Niven, Jeffrey e Corlett
(1981), sem apresentarem colénias com coloragéo roxa e com halo (GRAFICO 1).

Gréfico 1 — Quantificagdo das BHC e das BPH no muco superficial da pele
da cavala (Scomberomorus cavalla).
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Fonte: Elaborado pela autora.

Letras minusculas diferentes em colunas de cores diferentes diferem estatisticamente pelo
teste de Tukey (p<0,05).

DMS = diferenca minima significativa. DMS bactérias = 0,39.

Ao avaliar as bactérias presentes nas branquias, o numero foi significativamente

maior de bactérias que cresceram no meio diferencial para produtoras de histamina do que as
BHC em meio néo seletivo (TABELA 3).

Em relacdo ao periodo de coletas, a méedia geral das quantificacdes por Contagem
Padrdo em Placas (CPP) para as branquias, no més de agosto, foi significativamente maior, do
gue nos meses de maio, junho e julho (TABELA 3).



Tabela 3 — Contagem Padréo em Placas (CPP) em Log UFC/branquia
de Bactérias Heterotroficas Cultivaveis (BHC) e de Bactérias
Produtoras de Histamina (BPH) das branquias da cavala
(Scomberomorus cavalla).

Coletas

Bactérias
Maio Junho Julho Agosto  Média

BHC 551aA 498bA 572aA 591bA 553b
BPHtotal 6,36aB 6,41aB 6,31aB 8,13aA 6,8 a
BPH halo 571aB 5,67abB 5,79aB 7,64 aA 6,2 a

Média 5,86 B 5,69 B 594 B 7,23 A

Fonte: Elaborada pela autora.

Letras maitsculas diferentes em colunas diferentes diferem estatisticamente pelo
teste de Tukey (p<0,05).

Letras minudsculas diferentes em linhas diferentes diferem estatisticamente pelo teste
de Tukey (p<0,05).

DMS = diferenga minima significativa. DMS bactérias = 0,62. DMS coletas = 0,79.
DMS bactérias x coletas = 1,24. DMS coletas x bactérias = 1,36.
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Porém, como ilustrado no Grafico 2, as quantificacbes das BHC das branquias da

cavala ndo apresentaram diferenca significativa entre os meses de coleta avaliados. Portanto,

somente houve influencia da época do ano para as contagens das BPH das branquias, tanto

para o crescimento total, como para as com coloracéo roxa e com halo.
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Gréfico 2 — Quantificacdo de BHC e de BPH das branquias da cavala
(Scomberomorus cavalla) durante o periodo de maio a agosto de 2017.
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Fonte: Elaborado pela autora.

Letras mailsculas diferentes em colunas de mesma cor diferem estatisticamente pelo teste
de Tukey (p<0,05).

Letras minudsculas diferentes em colunas de cores diferentes, dentro de cada més, diferem
estatisticamente pelo teste

de Tukey (p<0,05).

DMS = diferenca minima significativa. DMS bactérias x coletas = 1,24. DMS coletas x
bactérias = 1,36.

No Estado do Ceard, o periodo chuvoso ou “quadra chuvosa” ocorre entre os
meses de fevereiro a maio e a pos-estacdo entre junho e julho. JA 0 més de agosto marca o
inicio da estacdo seca, a qual se estende de agosto a novembro, na maior parte da regido
(GUEDES et al., 2005; MARENGO et al., 2011).

Segundo Evangelista (2010), o aumento da temperatura ambiente em
determinadas épocas do ano, acarreta uma maior susceptibilidade ao crescimento microbiano.
Como em peixes, as BPH fazem parte da microbiota natural, a mesma é influenciada pelo tipo
de habitat aquatico, localizacdo geografica, assim como, a estacdo do ano e a temperatura do
oceano (BJORNSDOTTIR-BUTLER et al., 2011; FAO/WHO, 2013; SINGH et al., 2012;
TAYLOR, 1985).

Quanto as quantificacbes das branquias da cavala, pode se verificar que o nimero
de BPH, tanto o total, como as com coloracdo roxa e com halo, foi significativamente superior
ao nimero de BHC (GRAFICO 3). Ja nas contagens somente das BPH das branquias da
cavala, ndo houve diferenca estatistica entre o nimero de unidades formadoras de coldnias
(UFC) crescidas em meio diferencial para BPH e aqueles que apresentaram resultado positivo

em meio diferencial, ou seja, coloracio roxa com halo (GRAFICO 3).
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Gréfico 3 — Quantificacdo das BHC e das BPH das branquias da cavala
(Scomberomorus cavalla).
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Fonte: Elaborado pela autora.

Letras minUsculas diferentes em colunas de cores diferentes diferem estatisticamente
pelo teste de Tukey (p<0,05).

DMS = diferenca minima significativa. DMS bactérias = 0,62.

Portanto, nas branquias da cavala, 0s microrganismos capazes de crescerem em
meio diferencial para BPH, estatisticamente, também apresentaram resultado positivo para a
producdo de histamina. Diferentemente do encontrado na quantificagdo das BPH para a pele
da cavala (GRAFICO 1), na qual o nimero total de UFC crescidas em meio diferencial para
BPH foi, significativamente, superior ao niumero de UFC com resultado positivo para a
producdo de histamina (coloracao roxa com halo).

De acordo com Kim et al. (2001a), BPH isoladas das branquias de albacoras
(Thunnus alalunga), provenientes da costa de Oregon, produziram niveis mais altos de
histamina do que as BPH da pele. Este fato pode ser devido as branquias serem &rgaos
polivalentes, que desempenham um papel central em um conjunto de respostas fisioldgicas as
mudancas ambientais e internas. As func@es das branquias envolvem, além da troca de gases
respiratorios, a osmorregulacdo, regulacdo de pH e excrecdo de compostos nitrogenados
(EVANS; PIERMARINI; CHOE, 2005; SCHMIDT-NIELSEN, 2013).

As branquias dos peixes sdo compostas por um epitélio de alta area superficial,
altamente vascularizado e com uma fina barreira entre o0 sangue e o ambiente aquatico, o que
pode propiciar condicdes favoraveis para o crescimento bacteriano, como a disponibilidade de
nutrientes e aminoacidos livres (BRINK et al., 1990; EVANS; PIERMARINI; CHOE, 2005;
SHALABY, 1996).
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4.2 Isolamento e identificacdo das bactérias produtoras de histamina

Foram isoladas ao todo 113 cepas de bactérias produtoras de histamina, destas 99
(87,61%) Gram negativas (bastonetes) e 14 (12,39%) Gram positivas (03 cocos e 11
bastonetes). Sendo 67 (59,29%) isoladas do muco superficial da pele (59 Gram negativas e 08
Gram positivas) e 46 (40,71%) isoladas das brénquias (40 Gram negativas e 06 Gram
positivas).

Na literatura, as bactérias Gram negativas entéricas e mesofilicas sdo relacionadas
com a producdo de histamina em peixes, enquanto bactérias produtoras de histamina Gram
positivas sdo mais comumente associadas com produtos fermentados como salame, queijo,
chucrute e vinho (BJORNSDOTTIR-BUTLER; GREEN, 2010). Diferente do encontrado
neste estudo, ja que foram isoladas bactérias produtoras de histamina Gram positivas tanto do
muco superficial da pele, como das branquias da cavala (Scomberomorus cavalla), mesmo
gue em menores numeros comparado ao nimero de isolados Gram negativos.

A maioria dos estudos referentes a ocorréncia de histamina em pescado se
restringe a espécies do ambiente marinho de regides temperadas ou de clima frio (SILVEIRA,
2002). Entretanto, a microbiota natural do pescado de regibes frias e temperadas
(predominantemente composta por bactérias Gram negativas), difere qualitativamente da
microbiota natural do pescado de aguas tropicais, a qual é composta por bactérias Gram
negativas e também por numerosas espécies de bactérias Gram positivas, como Micrococcus,
Corynebacterium, Brevibacterium e Bacillus (JAY, 2005; VIEIRA, 2004).

Segundo Hu, Huang e Chen (2014), varios géneros, tanto de bactérias Gram
negativas ou Gram positivas, estdo simultaneamente presentes nos peixes e sao capazes de
produzir histamina, como Arthrobacter bergeri uma bactéria Gram positiva, produtora de
histamina, isolada de Decapterus maruadsi, capturado no sudeste do mar da China.

Portanto, a microbiota formadora de histamina em cada peixe € Unica e pode
variar de acordo com a localizacdo geogréafica, tipo de habitat aquatico, estacdo do ano,
temperatura do oceano e habito alimentar dos peixes (BJORNSDOTTIR-BUTLER et al.,
2011; FAO/WHO, 2013; FENG; TEUBER; GERSHWIN, 2016).

4.2.1 ldentificacdo genotipica

Os isolados bacterianos produtores de histamina foram identificados no nivel de

espécie (16): Acinetobacter bereziniae, Acinetobacter gyllenbergii, Bacillus safensis,
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Buttiauxella brennerae, Kurthia zopfii, Morganella morganii, Photobacterium damselae,
Providencia rettgeri, Pseudomonas monteilii, Psychrobacter sanguinis, Raoultella
ornithinolytica, Serratia marcescens, Shewanella haliotis, Shewanella oneidensis, Shewanella
putrefaciens e Shewanella seohaensis; até nivel de género (14): Aeromonas spp.,
Arthrobacter spp., Bacillus spp., Brevibacterium spp., Dermacoccus spp., Microbacterium
spp., Micrococcus spp., Pseudomonas spp., Psychrobacter spp., Serratia spp., Shewanella
spp., Staphylococcus spp., Stenotrophomonas spp. e Vibrio spp.; a nivel de familia:
Enterobacteriaceae e ordem: Pseudomonadales (APENDICE B).

Quanto a diversidade total de bactérias produtoras de histamina identificadas
(GRAFICO 04), as mais abundantes foram as bactérias do género Pseudomonas,
representando 36% do total, além da espécie Pseudomonas monteilii (1%). Bactérias dos
géneros Vibrio (18%), Aeromonas (8%), Bacillus (4%) e Shewanella (4%), também

predominaram.

Gréafico 4 — Diversidade total (%) das bactérias produtoras de histamina identificadas.
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Os membros do género Pseudomonas sdo bastonetes, Gram negativos, que
representam um grupo bacteriano comumente encontrado em peixes e reconhecidos como um
dos principais responsaveis pela deterioracdo do pescado (FERNANDEZ-NO et al., 2011;
JAY, 2005; RANI; CHELLADURAI; JAYANTHI, 2016). Existem muitos relatos quanto a
presenca e abundancia de Pseudomonas spp. em pescados, como bactérias produtoras de
histamina. No trabalho realizado por Hu, Huang e Chen (2014), sobre espécies bacterianas
produtoras de histamina isoladas de Decapterus maruadsi, a 28 °C, os produtores de
histamina mais frequentemente identificados pertenciam ao género Pseudomonas.

Pseudomonas spp. proliferaram e foram o grupo predominante em peixes
armazenados a 15 °C, 4 °C e 0 °C, de acordo com trabalho realizado por Jiang et al. (2013),
com o objetivo de correlacionar a variacdo do teor de histamina e o crescimento bacteriano
em Pneumatophorus japonicus, em varias condi¢des de armazenamento e identificar as
espécies bacterianas produtoras de histamina. Segundo os autores, a producdo de histamina
durante o armazenamento a 0 e 4 °C correspondeu ao crescimento de Pseudomonas spp.,
sendo a histamina ainda produzida durante o armazenamento a 0 °C em um nivel superior a
50 mg/kg no dia 8 de armazenamento.

Fernandez-No et al. (2011), relataram que cepas de Pseudomonas spp. isoladas de
Pagellus bogaraveo e Psetta maxima foram produtoras de histamina mais potentes do que
uma das principais bactérias formadoras de histamina (Enterobacter aerogenes ATCC
13048), usada como controle positivo, produzindo niveis superiores a 170 ppm e 270 ppm
para Pseudomonas syringae e Pseudomonas fragi, respectivamente.

Com relacdo a diversidade das bactérias produtoras de histamina, em cada um dos
meses de coletas, pode-se verificar, por meio do Grafico 5, que as bactérias do género
Pseudomonas prevaleceram nos meses de coleta de maio, junho e julho.

Ja na coleta realizada no més de agosto, o género Pseudomonas ndo apresentou
grande expressividade, sendo as bactérias do género Vibrio as produtoras de histamina mais
predominantes.

Bacteérias do género Vibrio apresentam varia¢fes sazonais na agua do mar, sendo
a temperatura da agua e a salinidade fortes determinantes, com maiores contagens durante 0s
meses com temperatura da agua mais quente (TURNER et al., 2009). A relacdo direta entre as
espécies de Vibrio e a temperatura da agua do mar determina variacdes sazonais e geograficas
na distribuicdo bacteriana, como tem sido observado nos Estados Unidos, Asia e Europa.
Nessas regifes os membros do género Vibrio podem ser rapidamente cultivados e detectados

a partir de pescados marinhos e agua do mar no periodo do verao, porém eles sdo encontrados



56

em quantidades escassas no inverno, quando a temperatura da dgua diminui (HEIDELBERG;
HEIDELBERG; COLWELL, 2002; IGBINOSA; OKOH, 2008).

Esse fator corrobora com o fato de que no Estado do Cearda, o més de agosto
marca o inicio da estacdo seca ou periodo de estio, na maior parte da regido (GUEDES et al.,
2005; MARENGO et al., 2011). Segundo estudo realizado por Rabelo (2017), sobre a
abundancia e diversidade de bactérias cultivaveis componentes da microcamada superficial
ocednica e bioaerossois na costa de Fortaleza e os fatores que os influenciam, os teores mais
altos de salinidade foram observados no periodo de estio, comparado ao periodo chuvoso,
reforgando, portanto, a sazonalidade das chuvas como importante fator de influéncia da

diversidade de bactérias no mar.

Grafico 5 — Diversidade de bactérias produtoras de histamina isoladas da cavala
(Scomberomorus cavalla), durante o periodo de maio a agosto de 2017.
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Fonte: Elaborado pela autora.
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Varias espécies do género Vibrio foram isoladas a 30 °C e 15 °C, em estudo
realizado por Torido et al. (2014), sobre a identificacdo de produtores de histamina
mesofilicos e psicrofilicos de uma ampla gama de amostras de peixes.

Foram identificadas como formadoras de histamina, cepas de Vibrio
parahaemolyticus e Vibrio alginolyticus, isoladas das guelras de espécimes de cavalas do
Pacifico (Scomber japonicus) frescas, em estudo realizado por Kim et al. (2001b). Neste
estudo, cepas de Vibrio alginolyticus foram isoladas durante armazenamento a 25 °C e 4 °C,
mostrando caracteristicas psicrotréficas.

O més de coleta com maior diversidade de produtoras de histamina foi maio, o
qual apresentou 15 dos 21 géneros identificados. A coleta de maio também foi a que
apresentou maior numero e diversidade de bactérias Gram positivas, com bactérias do género
Bacillus, incluindo um isolado da espécie Bacillus safensis, isolados da espécie Kurthia zopfii
e dos géneros Brevibacterium, Dermacoccus, Microbacterium e Micrococcus (GRAFICO 5),
sendo, de acordo com Rabelo (2017), o regime de chuvas fator determinante para essa
abundancia, devido a ampliacdo da descarga continental.

A diversidade de bactérias produtoras de histamina do muco superficial da pele da
cavala foi superior a diversidade das branquias (GRAFICO 6), o que corrobora com estudo
realizado por Singh et al. (2012), que investigaram a ocorréncia de bactérias produtoras de
histamina em peixes marinhos tropicais vendidos em Trinidad (Indias Ocidentais). Segundo
0s autores, as peles dos peixes apresentaram maior nimero de diferentes tipos de bactérias

produtoras de histamina (nove), seguido das branquias (sete).
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Gréfico 6 — Diversidade de bactérias produtoras de histamina isoladas do muco superficial da
ele e das branquias da cavala (Scomberomorus cavalla).
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Fonte: Elaborado pela autora.

Larsen et al. (2013), em estudo sobre a caracterizagdo e comparacdo da
microbiota da pele de varios peixes teledsteos do centro-norte do Golfo do México, aplicando
métodos independentes de cultura, concluiram que a microbiota especifica da pele esta
associada a espécie do peixe, sendo a composicao e estrutura da microbiota impactada por
diversas variaveis, incluindo fatores abidticos ligados a localizacdo geogréafica e estacdo do
ano, bem como, fatores bidticos relacionados ao potencial de nutrientes ou componentes
antimicrobianos do muco dos peixes. Portanto, os tdxons bacterianos associados as superficies
externas dos peixes sdo influenciados pela espécie e as superficies sdo colonizadas por uma
microbiota que se distingue de acordo com as espécies de peixes.

As bactérias do género Pseudomonas foram as BPH que mais prevaleceram no
muco superficial da pele da cavala (GRAFICO 6). De acordo com Larsen et al. (2013),
Pseudomonas spp. sdo os principais componentes da microbiota da pele de peixes teledsteos.
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4.3 Producao de outras aminas biogénicas

As aminas putrescina e cadaverina sdo consideradas por muitos autores como
potencializadoras do efeito toxico da histamina, por inibirem as enzimas DAO
(diaminoxidases) e assim impedirem a desintoxicacdo. Por isso, a importancia de avaliar além
da capacidade dos microrganismos em produzir histamina, a capacidade de produzirem
putrescina e cadaverina, ja& que a ingestdo simultdnea dessas outras aminas agrava a
intoxicacdo alimentar causada pela histamina (BRINK et al., 1990; HALASZ et al., 1994;
SILLA-SANTOS, 1996; TAYLOR, 1985).

No Gréafico 7 estdo apresentadas as estirpes produtoras de histamina com
resultado positivo para a descarboxilagdo de lisina e/ou ornitina. Dos 113 isolados
identificados, 57 (50,44%) apresentaram resultado positivo para descarboxilacdo tanto de
lisina, como de ornitina, 6 (5,32%) resultado positivo para descarboxilagdo somente de lisina
e 15 (13,27%) somente para ornitina. Apenas 35 (30,97%) ndo apresentaram resultado

positivo para descarboxilacdo dos aminoacidos testados.
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Gréfico 7 — Capacidade de descarboxilacdo de lisina e ornitina pelos isolados produtores de
histamina.
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Fonte: Elaborado pela autora.

O fato de a maioria das bactérias que produzem histamina também possuirem a
capacidade de produzirem outras aminas biogénicas (GRAFICO 7), explica, de acordo com
Feng, Teuber e Gershwin (2016), porque alguns casos de intoxicacdo por histamina ocorreram
mesmo quando os niveis de histamina no peixe eram baixos.

Das 78 cepas que apresentaram resultado positivo para a descarboxilacédo de lisina
e/ou ornitina, foram selecionadas 20 cepas para a avaliagdo da atividade antimicrobiana dos
0leos essenciais, utilizando como critérios de selecdo: menor tempo para o desenvolvimento
de coloracdo roxa intensa, em tubos com o meio diferencial para BPH, como resultado da
alcalinizacdo do meio pela presenga de histamina (FIGURA 7) e a capacidade das cepas em

produzirem outras aminas biogénicas (putrescina e cadaverina).
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4.4 Atividade antimicrobiana dos Oleos essenciais frente as bactérias produtoras de

histamina selecionadas

Das 20 cepas avaliadas quanto a susceptibilidade a acdo de 6leos essenciais como
antimicrobianos, apenas Acinetobacter gyllenbergii ndo sofreu inibicdo do crescimento por
nenhum dleo essencial, nem pelo antibiético Cloranfenicol, utilizado como controle positivo
(FIGURA 10).

Figura 10 — Resultado da andlise de concentracdo inibitéria minima para
Acinetobacter gyllenbergii (cepa 302).

Fonte: Propria autora.

A: resultado da avaliacdo da atividade antimicrobiana do 6leo essencial de alecrim em trés concentracdes
diferentes; B: resultado da avaliacdo da atividade antimicrobiana do éleo essencial de cravo em trés
concentracdes diferentes; C: resultado da avaliacdo da atividade antimicrobiana do 6leo essencial de
gengibre em trés concentrac@es diferentes.

Acinetobacter spp. sdo frequentemente isoladas de peixes saudaveis ou doentes
como componentes da microbiota marinha. Porém, muitos membros do género Acinetobacter
possuem a capacidade de resistir a quase todos 0s agentes antimicrobianos disponiveis
(KOZINSKA et al., 2014). Carvalheira et al. (2017), em estudo sobre a diversidade de
Acinetobacter spp. em amostras de carne e a resisténcia dessas a antibidticos, isolou estirpes
de Acinetobacter gyllenbergii resistentes a varias classes de antibioticos, como penicilinas
(piperacilina e piperacilina-tazobactama), polimixinas (polimixina B e colistina), tetraciclina
(minociclina) e fluorquinolona (ciprofloxacina).

De acordo com alguns autores, as bactérias Gram negativas sdo geralmente menos
suscetiveis a acdo dos Oleos essenciais, que as bactérias Gram positivas, devido a membrana
externa das bactérias Gram negativas restringir a difusdo de compostos hidrofébicos através
da camada de lipopolissacarideos presentes na membrana, a qual cria uma barreira contra
macromoléculas e compostos hidrofobicos, fornecendo as bactérias Gram negativas maior

tolerancia a compostos antimicrobianos hidrofébicos como aqueles encontrados em 6leos
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essenciais (HASSOUN; COBAN, 2017; NIKAIDO, 2003; RODRIGUEZ-GARCIA et al.,
2015; TROMBETTA et al., 2005). Contudo, o 6leo essencial de cravo inibiu o crescimento de
19 das 20 cepas testadas (TABELA 4), sendo eficiente tanto contra bactérias Gram positivas,

guanto contra Gram negativas.

Tabela 4 — Resultado da atividade antimicrobiana do 6leo essencial de cravo frente as BPH
selecionadas.

Média + Desvio Padrdo (mm) dos halos de inibi¢ao

Cepa 1000 pL 500 pL 100 uL  Controle positivo
mL* mL* mL* Cloranfenicol

91 Serratia marcescens 8,23+0.01 8,07+0 - 14,76+0,09
93 Aeromonas spp. 22,26+0,92 20,52+0,51 6,84+0,28 23,4343,08
105 Psychrobacterspp. 32 59+0,31 26,93+321 7,71+0,55  30,81+0,04
109 Pseudomonas spp. 6,95+0,23 - - 16,02+0,01
114 Morganellamorganii 13 65+2,17  9,90+0,01 - 7,7540,47
250 Pseudomonas spp. 6,6120,01  6,66+0,04 - -
252 Pseudomonas spp. 8,78+0,45 8,120,334  6,59+0,41 RC*
210 Shewanella spp. 30,69+1,35 24,81+#1,68 868+0,80  39,34+2,35
297 Arthrobacter spp. 21,34+5,30 25,16+0,88 7,33x0,00  12,10+0,01
404 Pseudomonas spp. 14,48+0,74  9,21+1,41 - 12,97+3,49
414 Pseudomonas spp. 18,1740  17,30+1,47 6,95:0,04  27,17+1,47
417 Pseudomonas spp. 9,64+0,23  8,0620,59 - 14,77+2,62
419 Enterobacteriaceae  10,00+0,23 7,79+0,37 6,16+0,01  18,10+0,96
424 Shewanella putrefaciens  17.89+0,90 15,15+0,82 6,35+0,16  28,91+0,83
434  Acinetobacter bereziniae 17 554086 16,74+0,01 - 7.72+0
451 Pseudomonas spp. 10,46+2,12 9,030 - 8,82+0,01
453 Pseudomonas spp. 11,80+0,98 10,65+0,73 7,00+0,93 8,09+0,87
464 Psychrobacter spp. 34,66+1,03 30,18+0,54 7,29+0,31  31,86+0,86
619 Vibrio spp. 15,96+0,76 15,4240 - 27,04+0,79

Fonte: Prépria autora.
*RC: reducdo de carga microbiana.

Duas cepas de Pseudomonas spp. (250 e 252) mostraram-se resistentes ao
Cloranfenicol, ja que 0 mesmo ndo inibiu o crescimento da cepa 250 e da 252 ocasionou
apenas uma reducdo de carga. Porém, ambas as estirpes foram sensiveis ao 6leo essencial de

cravo, com halos de inibicdo de 6,66 mm na concentracdo de 500 pL mL™ (concentracio
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minima de inibic&o) para a estirpe 250 e de 6,59 mm na concentragdo de 100 pL mL™ para a
estirpe 252 (TABELA 4).

O Oleo essencial de gengibre também apresentou atividade antimicrobiana de
amplo espectro, inibindo o crescimento de cepas Gram negativas e Gram positivas. Porém,
somente houve inibigdo do crescimento de 9 das 20 cepas testadas (TABELA 5).

Tabela 5 — Resultado da atividade antimicrobiana do 6leo essencial de gengibre frente as BPH
selecionadas.

Média + Desvio Padrdo (mm) dos halos de inibi¢ao

Cepa 1000 pL 500 pL 100 L Controle positivo
mL* mL™ mL™ Cloranfenicol
105 Psychrobacter sp. 7,02+0,10 - - 32,58+1,64
270 Shewanella sp. 7,570 7,570 - 38,32+0,46
297 Arthrobacter sp. 17,35+0,50 14,66+0,01 8,66+0,08 23,19+1,40
404 Pseudomonas sp. 7,96+£0,32  7,26x0,01 - 25,77+6,34
414 Pseudomonas sp. 7,70£0,57  7,70+£0,01  6,73+0,01 28,31+0,01
424 Shewanella putrefaciens 7,01+0 7,95+0,17 - 32,68+4,82
453 Pseudomonas sp. 6,320 - - 8,73+£0,01
464 Psychrobacter sp. 6,90£0,26  7,08+0,01 - 28,08+2,60
619 Vibrio sp. 7,34+0,18  7,22+0,01 - 28,84+0,42

Fonte: Propria autora.

O oleo essencial de alecrim foi, dentre os trés oOleos testados, 0 que apresentou
menor eficiéncia na inibicdo do crescimento das BPH identificadas e selecionadas,

apresentando halos de inibicdo somente para 4 das 20 cepas testadas (TABELA 6).

Tabela 6 — Resultado da atividade antimicrobiana do 6leo essencial de alecrim frente as BPH
selecionadas.

Média £ Desvio Padrdo (mm) dos halos de inibicdo

Cepa 1000 pL 500 pL 100 uyL  Controle positivo
mL™ mL™ mL™ Cloranfenicol
105 Psychrobacter sp. 8,06x0,76 - - 32,97+2,40
270 Shewanella sp. 8,89+0 7,04+0,47 - 37,37+0,52
434  Acinetobacter bereziniae  7,33+0,19 - - 8,41+1,63
453 Pseudomonas sp. 6,62+0,01 - - 9,87+0,73

Fonte: Prépria autora.

Deste modo, dentre os Gleos essenciais avaliados, o que apresentou melhor
desempenho em termos de atividade antimicrobiana foi o éleo essencial de cravo, o qual
promoveu a inibicdo de quase todas as cepas testadas, tanto Gram negativas, quanto Gram
positivas, assim, considerado um antimicrobiano de amplo espectro, fator importante devido a

grande diversidade de bactérias capazes de produzir histamina e outras aminas biogénicas.
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De acordo com Di Pasqua et al. (2007), o eugenol (principal constituinte quimico
do Oleo essencial de cravo) é capaz de perturbar a membrana das células microbianas,
permitindo o vazamento de componentes intracelulares, enquanto outros compostos bioativos
de 6leos essenciais causam apenas uma alteracao estrutural na membrana.

Portanto, o uso do Oleo essencial de cravo como ferramenta preventiva no
controle da formacgdo e acumulo de histamina e outras aminas biogénicas pode apresentar-se
como uma alternativa eficiente para garantir a qualidade e seguranca em espécies de peixes
susceptiveis a formacdo de histamina, como a cavala (Scomberomorus cavalla), através da
inibicdo do crescimento de BPH (BJORNSDOTTIR-BUTLER et al., 2015).
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5 CONCLUSAO

Esta pesquisa é uma contribuicdo ao conhecimento da diversidade de bactérias
produtoras de histamina em pescado marinho de aguas tropicais, visando o desenvolvimento
de procedimentos e tecnologias que sejam eficazes para reduzir os riscos relacionados a
ingesta de histamina, garantindo a seguranca dos consumidores.

Foram quantificadas bactérias heterotroficas cultivaveis e bactérias produtoras de
histamina (com resultado positivo em meio diferencial) em quantidades equivalentes, tanto no
muco superficial da pele, como nas branquias da cavala (Scomberomorus cavalla). Portanto,
pode-se confirmar serem esses locais importantes na contaminagédo bacteriana do pescado.

Foi possivel observar uma influéncia da época do ano no nimero e na diversidade
das bactérias produtoras de histamina, ocorrendo provavelmente pela sazonalidade do regime
de chuvas no Estado do Ceara.

Bactérias produtoras de histamina, tanto Gram negativas, quanto Gram positivas
estdo presentes na superficie da pele e nas branquias da cavala, havendo, porém, uma
predomindncia de bactérias Gram negativas, sendo as maiores representantes Pseudomonas
spp., Vibrio spp., Aeromonas spp. e Shewanella spp.

Grande parte da microbiota produtora de histamina isolada foi capaz de produzir
outras aminas biogénicas (putrescina e cadaverina), através da descarboxilagdo dos
aminodacidos ornitina e lisina, respectivamente. Este fator é preocupante do ponto de vista
toxicologico, ja que essas aminas atuam como potencializadoras do efeito toxico da
histamina, podendo agravar os sintomas de intoxicacdo por histamina, causada pelo consumo
de peixes.

O oleo essencial de cravo foi 0 mais eficiente como antimicrobiano contra as
bactérias produtoras de histamina selecionadas, o qual foi capaz de inibir o crescimento de

bactérias Gram negativas e Gram positivas, portanto, comprovou-se ser de amplo espectro.
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7

APENDICE A - RESULTADO DA ANALISE DE VARIANCIA (ANOVA) PARA AS
CONTAGENS DE BACTERIAS HETEROTROFICAS CULTIVAVEIS (BHC) E
BACTERIAS PRODUTORAS DE HISTAMINA (BPH) DURANTE O PERIODO DE
COLETAS

Tabela de Analise de Variancia para as quantificacdes da pele durante o periodo de coletas.

FV! GL? sQ® QM* Fc® Pr>Fc®
Bactérias 2 2,155279 1,077640 5,321 0,0095*
Coletas 3 0,243950 0,081317 0,402 0,7527ns
Bactérias*Coletas 6 0,517387 0,086231 0,426 0,8569ns
Erro 36 7,291150 0,202532
Total corrigido 47 10,207767
CV' (%) 10,12
Média geral 4,45
Numero de
N 48
observacoes

ns = ndo significativo pelo teste F a 5% de probabilidade; * = significativo pelo teste F a 5% de probabilidade.
'FV = Fonte de variacdo; GL = Graus de liberdade; *SQ = Soma dos quadrados; “QM = Quadrado médio; °Fc = F
calculado; °Pr>Fc = Probabilidade de significancia do teste F; ‘CV = Coeficiente de variagao.

Tabela de Analise de Variancia para as quantificacfes das branquias durante o periodo de
coletas.

Fv? GL? sSQ? Qm* Fc Pr>Fc®
Bactérias 2 12,927829 6,463915 12,628 0,0001*
Coletas 3 17,937758 5,979253 11,681 0,0000*
Bactérias*Coletas 6 4,380854 0,730142 1,426 0,2316ns
Erro 36 18,427350 0,511871
Total corrigido 47 53,673792
CV' (%) 11,58
Média geral 6,18
Numero ~de 48
observacoes

ns = ndo significativo pelo teste F a 5% de probabilidade; * = significativo pelo teste F a 5% de probabilidade.
'FV = Fonte de variacdo; GL = Graus de liberdade; *SQ = Soma dos quadrados; “QM = Quadrado médio; °Fc = F
calculado; °Pr>Fc = Probabilidade de significancia do teste F; ‘CV = Coeficiente de variago.
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APENDICE B — IDENTIFICACAO DAS CEPAS BACTERIANAS PRODUTORAS DE
HISTAMINA ISOLADAS DO MUCO SUPERFICIAL DA PELE E DAS BRANQUIAS
DA CAVALA (Scomberomorus cavalla)

Cepa

Identificacdo

indice de identificacio (%)

83

84

88

89

91

92

93

95

103
105
109
111
114
116
118
131
147
150
151
152
154
155
156
157
158
159
160
243
244
245
248
250
252
253
255
256
258
259
264
267
268
269
270

Bacillus spp.
Pseudomonas spp.
Pseudomonas monteilii
Vibrio spp.
Serratia marcescens
Vibrio spp.
Aeromonas spp.
Kurthia zopfii
Pseudomonas spp.
Psychrobacter spp.
Pseudomonas spp.
Stenotrophomonas spp.
Morganella morganii
Kurthia zopfii
Brevibacterium spp.
Pseudomonas spp.
Bacillus spp.
Buttiauxella brennerae
Aeromonas spp.

Acinetobacter gyllenbergii

Dermacoccus spp.
Aeromonas spp.
Microbacterium spp.
Pseudomonas spp.
Bacillus safensis
Aeromonas spp.
Pseudomonas spp.
Pseudomonas spp.
Pseudomonas spp.
Pseudomonas spp.
Pseudomonas spp.
Pseudomonas spp.
Pseudomonas spp.
Pseudomonas spp.
Pseudomonas spp.
Pseudomonas spp.
Shewanella spp.
Pseudomonas spp.
Aeromonas spp.
Pseudomonas spp.
Pseudomonas spp.
Pseudomonas spp.
Shewanella spp.

100
100
100
96
100
99
100
100
100
99
100
100
99
100
85
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
99
100
100
100
100
90
99
100
100
100
100
99
100
100
99




Cepa Identificacdo indice de identificacio (%)
272 Pseudomonas spp. 99
273 Aeromonas spp. 100
274 Shewanella spp. 100
276 Pseudomonas spp. 99
278 Pseudomonas spp. 100
280 Shewanella spp. 93
287 Vibrio spp. 100
288 Pseudomonas spp. 99
291 Pseudomonas spp. 100
297 Arthrobacter spp. 100
298 Pseudomonas spp. 100
302 Acinetobacter gyllenbergii 92
310 Pseudomonadales (ordem) 90
319 Shewanella spp. 99
403 Pseudomonas spp. 100
404 Pseudomonas spp. 100
406 Aeromonas spp. 100
414 Pseudomonas spp. 100
417 Pseudomonas spp. 100
419  Enterobacteriaceae (familia) 99
421 Vibrio spp. 99
423 Vibrio spp. 100
424 Shewanella putrefaciens 98
429 Shewanella oneidensis 99
431 Acinetobacter bereziniae 100
433 Pseudomonas spp. 99
434 Acinetobacter bereziniae 100
435 Pseudomonas spp. 100
439 Pseudomonas spp. 100
450 Pseudomonas spp. 99
451 Pseudomonas spp. 100
453 Pseudomonas spp. 100
454 Pseudomonas spp. 100
456 Pseudomonas spp. 100
464 Psychrobacter spp. 99
465 Shewanella oneidensis 100
470 Vibrio spp. 100
565 Shewanella seohaensis 99
574 Shewanella haliotis 98
575 Staphylococcus spp. 99
576 Brevibacterium spp. 100
577 Providencia rettgeri 100
589 Vibrio spp. 100
591 Serratia spp. 99
593 Bacillus spp. 100

146A Pseudomonas spp. 100

141B Bacillus spp. 100
96B Pseudomonas spp. 100
96A Pseudomonas spp. 100
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Cepa Identificacdo indice de identificacio (%)
119A Micrococcus spp. 90
573 Vibrio spp. 100
579 Psychrobacter sanguinis 97
595 Raoultella ornithinolytica 100
600 Pseudomonas spp. 100
617 Vibrio spp. 100
606 Vibrio spp. 100
608 Vibrio spp. 99
611 Photobacterium damselae 100
614 Vibrio spp. 100
615 Vibrio spp. 99
616 Vibrio spp. 100
619 Vibrio spp. 99
622 Vibrio spp. 99
624 Aeromonas spp. 100
629 Vibrio spp. 100
630 Vibrio spp. 100
631 Photobacterium damselae 100
632 Vibrio spp. 99
636 Aeromonas spp. 100
638 Vibrio spp. 99
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