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REDUGAO DO OXIDO DE TRIMETILAMINA POR BACTERIAS

Genésio Alves de Arafijo
Departamento de Engenharia de Pesca

Universidade Federal do Ceari

0 bxido de trimetilamina (TMAO) & uma base nitro-
genada encontrada em telebdsteos e elasmobrinquias marinhos
e em VArios grupos de invertebrados, especialmente moluscos
e crusticeos(Groniger, 1959 & Grollman, 1929), Uma  grande
parte do nitrogénio excretado por peixes marinhos»esté na
forma de TMAO (Delaunay, 1967), tendo ainda, um papel na re
gulagio intracelular, principalmente dos telebdbsteos (Forster
& Goldstein, 1969). Se sua funcio osmoregulatdria jé esté
bastante clara, bioquimicamente sua origem ainda & obscura.
Embora, Bilinski (1964) tenha encontrado TMAO apbds adminis-
tracdo de metil-butilbetaina~ 14C, Goldestein et al (1967 )
trabalhando com este fltimo. composto n3o detectou formacdo
de TMAO.

J4 & bem conhecido que a redugdo do TMAO  produz
trimetilamina (TMA), sendo este Giltimo composto utilizado
como um indicador da decomposiciZo do tecido miscular da mai
oria dos animais marinhos. A gualidade dos filés de peixe
tem sido estimada pela gquantidade de TMA detectada nos mes-
mos (Castell et al, 1974; Mandelli, 1969).

A formacg3o de TMA a partir de TMAO tem sido atri-
buida tanto a aclo de bactérias, (Groniger, 1959); . Stansby
(1968) como também a de enzimas encontradas em ceco pilbdri-
co de peixes (Amano & Yamada, 1964). Stansby(1963)  indica
1 enzima triminase como responsivel pela reducio de TMAO 2
TMA, atribuindo a causa, as bactérias, principalmente as
do grupo Pseudomonas. Entretanto, ainda continua discutivel

uma possivel relag3o entre a produgio de TMA e 2 deteriora-
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c30 bacteriana no pescado (Laycock & Regier, 1971).

Poucos estudos tea sido feitos pard = dJdenonstrar
objetivamente a transformacio do TMAO em TMA por aclio das
bactérias, sendo portanto poucas as informagOes disponi -~
vels sobre as propriedades da reagio gque conduzem 2 forma-
¢3o de TMA. Por dutro lado, os m&todos para medir a forma-
¢io de TMA a partir da reagﬁo entre TMAO e bactérias( Wood
& Baird, 1943; Laycdck & Regier, 1971) preconizam um tempo
de reacio de quatro dias.

Tendo em vista o que fol exposto e, considerando
que a reduglo de TMAQ a TMA parece ocorrer mediante uma
enzima, 2 triaminase, o presente trabalho visa apresentar
algumas modificagdes na reaclo envolvendo TMAO e bactérias
no sentido de diminuir o tempo de reacgio e, estudar algu -
mas propriedades desta, como também testar algumas bacté -
rias quanto 2 sua eficiéncia na produgio de TMA a Partiy

de TMAO.



No presente estudo utilizamos as bactérias Es-

cherichia coli, Klebsiella sp. Proteus sp, e Estafilococos

sp, clasgificadas por Breed et al (1957). A fim de se ob -
ter .coldnias isoladas, as bactérias foram semeadas nos

melos de CHAPMANN para desenvclvimento de Estafilococos

sp e CLED(Cystine-Lactose-Eletrolite-Dericient) para Esche

richia coli, Klebsiella sp e Proteus sp; distribuidos em
Placa de Petri previamente esterilizadas, sendo depois in-
cubadas na estufa a 37°C, durante 24 horas.

Para 2 preparacio da suspensio de bactérias fo-
ram tomadas 20 colOnias e homogeneizadas em Potter, com 20
ml de tamplo fos?nto(KHgPO4) C,01M em Nall G, 1M, pH Tk
previamente esterilizado. C homogenato foi filtrado atra-
vés de papel filtro qualitativo de difimetro de 9 cm e nlme
ro 595 (Carl Schleicher & Schull).

A atividade triaminisica, medida na suspensdo de
bactérias, fol determinada como a capacidade de reduzir o
bxido de trimetilamina(TMAO) a trimetilamina(TMA). A rea -
¢do desenvolveu-se pela adicdo de 0,5 ml da suspensao de
bactérias a 5,0 ml do meio Wood & Baird(1943), previamente

esterilizado, PH 7,2 e cuja composicao & a seguinte:

COMPOS IGAO GRAMA POR LITRO
Peptona 5,0
NaCl R
MgS0,47Ho0 1.6
Glicose 2.5
TMAO 1,0
KoHPO, 1,0

A incubacdo da mistura foi feita A temperatura de

372C durante cinco horas. Parou-se a reagdo pela adigdo de



3,0 ml de Acido tricloroacético (TCA) a 4%. Na mistura foi
determinada a concentragio de trimetilamina pelo método de
Dyer's modificaco por Shevan et al (1969). A mistura  foi
diluida de 1:5 (v/v) com Agux destilada e do diluido  foi
retirado 2,0 ml e colocado num funil de separacio cilindri
.co de 50 ml. Adicionaram-se 1,0 ml de formalina a 10%, 10
ml de tolueno desidratado com N2,804 e 3,0 ml de hidrdxido
de potissio a 45%. Apbs a agitagio por um minuto, formaram
-se duas fases, sendo a aquosa desprezada, A outra fase
foi colocada em tubo de ensaio contendo Na2so4 anidro. Em
seguida, tomaram—~se 5,0 ml e colocados em outro tubo de en
saio contendo 5,0 ml de Acido picrico 2-0,02% em tolueno.
A cor amarela desenvolvida foi lida em 4104 em espectrofo-
tOmetro Bausch & Lomb-spectronic 20. 0 tempo zero ou bran-
co da reacgio correspondeu 2 adiclo de 0,5 ml da suspensio

bacteriana a 5,0 m1 do meio'Wobd & Baird (1943) sem TMAO,
o qual foi adicionado a7bs 2 adigio de .TCA 2 4%, conserva
das as mesmas condicdes de incubag¢io do problema. Todos os
valores de densidade Otica das amostras foram subtraidas
dos valores dos brancos. A atividade triaminisica fol ex -
pressa em densidade 6tica por colOnia de bactéria.

A determinacio de pH btimo baseiou-se na incuba-
¢3o de bactérias no meio de Wood & Baird (1943) nos seguin
teg pHE: %, &, 7, 8. 9, 18; 11 & 12,

A variagio da atividade triaminisica em  fung3o
da temperatura e tempo fol feito utilizando-se as tempera-
turas de 30, 37 e 452C e tempo de 2, 3, 4, 5'e 6 horas.

A atividade triaminisica em funcio do pH, tempe-
ratura e tempo de reag¢lo; embora tenha sido feita para to-
das a8 bactérias em estudo, os dados apresentados s3o £ = 5

tivos 2 Escherichia coli, tendo as demais bactérias apre -

sentado comportamentos semelhantes diante destes parime -~

tI‘OS °



RESULTADOS E DISCUSSAQ

A transformagio de TMAO 2 TMA através de bacté -
rias tem sido reportada por vArios autores, Stansby(1963);
Nicol (1967), Laycock (1971). Entretanto, eles nio esclare
cem de que maneira as bactérias estdo envolvidas neste pro
cesso. ‘

Os resultados apresentados na Tabela I, indicam
a aglo efetiva das bictérias eim estudo, na reduclio do TMAO
a TMA. Isto & evidenciado pelos valores assumidos pelas re
acdes~problema e branco e, ainda  indicam 2 seguranca dos
dados obtidos,

A atividade triamindsica apresentou um pico méxi
mo a pH 7,0 (Tabela II, Figura 1), semclhante a0 pH encon-
trado por Wood & Baird (1943) e parece indicar 2a participa
¢io de somente uma enzima no sistemn TMAO-TMA. Este PH es-
t4 proximo Aquele usado nos meios de cultura para o cresci
mento das bactérias em estudo.

A variagio da atividade triaminisica em  func3o
da temperatura e do tempo de incubac3io ( Tabela III, Figu-
ra2 2) indica uwn aunmento diretamente proporcional desta . g
vidade com o tempo, sendo 37°C a temperatura dHtima desta
reacio.

Considerando que o crescimento bacteriano & ex -
ponencial era de se esperar wma reacio diretamente propor-
cional entre a atividade triamindsica e o tempo de incuba
¢io. Entretanto, este nio era o objetivo procurado e, sim
verificar a influéncia da preparagdo da amostra sobre o
tempo de reacio. Os resuitados na Tabela III, demonstram
que um homogenato de bactérias preparado como 10 Ppresente
estudo possibilita 2 formacio de TMA em nivel favorivel A
sua medicio, a2 partir de 4 horas de incubaglo, enquanto que

pelos trabalhos de Wood & Baird (1943) e Laycock & Regier



'(1971), isto sb & possivel em torno de 4 dias de incuba =

~

¢do, Isto se reveste de grande importincia, tendo em vis-—

ta a grande reduc¢3o do tempo de reaclo, Ffavorecendo extre

¢

mamente o estudo das propriedacfes desta enzimd,

Dentre as bactériis estudadas,; 4 Escherichia co
1i foi a que apresentou maior atividade triaminisica(Tabe
la IV, Figura 3). Em relacdo 2 atividade triaminisica 2~

presentada pela Escherichia coli, Proteus sp apresentou

85% desta atividade, Xlebsiella sp 30% e Estafilococos sp

apenas 4,0%. De acordo com Mandelli (1969) baseado em Jep

sen (1959) afirma ser as bactérias do género Achromobac -

ter e Pseudomonas, as bactérias que mais eficientemente

reduzen TMAO a TMA. Laucock & Regier (1971), trabalhando
com bactérias do grupo Pseudomonas e Coryneformes determi

naram ser o Pseudomonas putrefaciens 2 que mais reduzia

o TMAQO a TiA.



TABELA I -~ atividade triaminisica (expressa em densidade’

6tica) de vArias esvécies de bactérias, incu-

O
o,
w
0
(J

372C por 5 horas.

Dengidade &tica

Problema Controle
Eschericnia coli Ry L0550
Estafil.ococos sp . 060 < D0
Klebsiella sp . 260 el
Proteus sp . 660 . 040

TABELA II ~ variagic da atividade triaminisica de Esche-

richia coli, em funclo do pH.
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TABELA III - variagdo da atividade triaminisica das bacté

rias Escherichia coli, em fungio da tempera-

tura ¢ tempo de ensiios

} g J g !
Densidade &tica.coldnia

Temperatura (°C) o
Tempo de incubaglo (Hora)

% 3 4 5 6
30 G0 1,7 o8RG 65,0 1034
37 Tk A0 w0 e ZiE
45 1,1 3.8 38,5 70,4 1045

TABELA IV - atividade triaminisica de virias espécies de

backérias, incubadas X 37°C por 5 hgras

Egptcies de 1 : 2 PO
: . Densidade &tica.coldnia
bactérias Can 2

Escherichia coli 80, 3

Estafilococos sp 3,3

Klebsiella sp 24,2

Proteus sp 63,2
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CONCLUSOES

Do presente estudo, as seguintes conclusoes podem

ser evidenciadas:

1 -~ as bactérias Escherichia coli, Bstafilococos sp

Klebsiella sp e BEroteus sp, reduzem o THMAO a

L I"TA..-

2 ~ a apresentagdo da amostra utilizada neste tra-
balho, permite a medicdo da TMA a partir de 4
horas da reacdo envolvendo TMAO e  suspensio

de bactérias.,

w
t

a triaminase mostrou uma atividade mé&xima a PH
7,0 e & temperatura de 37°C.
4 — em termos de atividade triamindsica a Escheri-

chia coli fol a que se apresentou mais eficien

te, vindo por ordem Proteus sp, Klebsiella sp

e, finalmente o Estafilococos sp que pratica -

mente ndo apresentou atividade triaminésica.

Iy o



SUMMARY

The present —ork deals with some modifications
in the reation invol-ing trimethilaminre oxide(TMAO) and
bacteria, in order to diminish the duration of the reation
and to study some of its properties. It also tests the
efficacy of some bacteria in the reduction of TMAO the Exd,
methylamine (TMA) .

The triaminasic activity showed its highest le-
vel at pH 7,0 and varied in a direct portion to the time
of reaction.

The optimum temperature reaction was 37°C.

Among the studied bacteria, Escherichia Gokl

showed the highest activity, but this activity was at stan

dstill in Stafilococos sp suspensao.
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