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DESENVOLVIMENTO DE UM METODO PARA DETERMINACGAD DE

HISTAMINA EM PESCADOS PROCESSADUS.

RESUMO

No presente trabalho foi desenvolvide um mé&tode simples
e preciso para dosar histamina em pescados processados. O método
envolve a reagfic do Aclido &,4,6-trinitrobenzencsul féanico (TNBSD com
a histamina, dando como produto um complexo colorido oom absorgEo
na regifio préxima a 480nm.

For am realizados diversos axperirentos para a
dissociacio e extrag¥o da histamina dos tacidos musculares, Dentre
as solugBes testadas, a mais eficiente foi uma mistura de solugBo
de clorets de sodic a 20% e acido cloridrico a 2,04

A técnica cler extragBo & purificagio mos iy LU
aficiente para eliminar interferéncias de amincicidos, aminas
vol&teis, diaminas, creatina, urdia, derivados dos nuclectidios e
de ouilros compostos comumente presentes em ext.ratos de peixe.

A recuperaglo da histamina adicionada, nas amostraﬁ, €210
concentracles de 28ug, BOug, 100 e 200ug, ficou entre 85,8 e 10045 .

Oz ensalos para awvaliar a reprodutibilidade 3o
mEtodo, foram realizados em p;adutcs comerciais de atum {Thunnus

maceoyiid e bonito C(Buthynnus affinis) e os resultados mostraram

boa  reprodutibilidade, com desvio-padr¥o de 3,8 e @ 3,4X,

respectivamenie.

O resultados indicam gque este método pode ser usado

para detectar histamina em nivels acima de O,imgr100g de amostra.



Development of a method for the detersination of histamine in
processed fish.

SUMMARY

In this research, a simple method to analyze histamine
i canned fish was developed. The method involve a reaction of
nistani ne with 2,4, 8~Trinltrobenzene~sulfonic acicl CTNBSD .
with production of colored complex with absorption in A420nm. In &
first step, were conducted eSsSays for the dissociation and
extraction of histamine in muscular tissue. The most appropriate
solution was a miﬁture of 20% sodium chloride and 2,8% hydrochlorie
acid.

The extraction technigue proved afficient to sliminate
the interference of aminocacids, volatile amines, diamines, creatin.
urea, nucleotide derivatives and other compounds commonly found in
rish extraclts.

The recovery of histamine added te 10g of fish
samples at levels of SSug, BSOwg. 100pg and 200ug, in pure extracts
and extracts with sanples, were belwean 85,5 and 10034

The assays Lo evaluatle the reproductibllity of the
method were carried out with tuna (Thunpus maccoyiil and striped
tunny C(Euthynnus affinisd commercial products  and the resultls
showed good reproductiblility with a standard deviation of 3.8 and
3, 4%, reapectively.

The results, indicate that this method can be used Lo

detect histamine in lewels above O, 1mg-100g of mample.



$ - INTRODUGZO

Do pontoe de vista sanltérice ¢ muito importante
determinar a existéncia de aminas n¥o volatelis, como a histamina,
visto que estas substancias podem conferir toxicidade aoc alimento,
mesme antes deste ser considerado deteriorado ou organclepticaments

insceitsvel CEitenmillier, 18750,

Essas aminas, aromaticas ou alifaticas, s8o composios
nitrogenados de carater bésico, gue Se formam normalmente nos
tecidos animais & vegetals durante seud processananto, em
conseqgildéncia de uma estocagem inadegquada.

O aparecimento dessas substaéncias pode ocorrer pela
degradagio dos aminoacidos, dos di peplideos ou de oubros
compostos tipicos dos masculeos. Os mecani smos responsavels pela sua

formagio 30 bem distinlos.

A presensga de histamina, principal mente en
concentragPes acima de 100mgs100g de pescado, tem sida relacionado
com episddios ou surtes de intoxdcag3o.

Levantamentos epidemicolégicos conduzidos no Japd3o, nos
Estados Unidos da América, na Inglaterra e em ocutros palses tem
revelado gue produtas de pescado, industrializados ou nEo, s3o
comuments relacionados com tais surtos (LeitZo et alii, 1983).

No Brasil, o enlatados de atum e boniio Lornaram-se, nDa

Gltima decdda, o Gnico item da indastria pesqusira gue apresentou



- um crescimenta ostensivo, ameagando deslocar para o segundo lugar a
tradicional sardinha enlatada., Por outro lado, a cada ano, o atum
congelado estd se tornande mais importante dentre os produtos
marinhos de exportagio.

Essa situagio faz com que as indasirias procurem, com
mis frequéncia, conirolar a gqualidade das matérias-primas. para
satisfazer aos compradores gque exigem teores mnuitco balxos clex

histamina.

Existe na literatura cientifica uma variedade de
métodes para dguantificar histamina em materi ais bioldgi cos,
imeluinde os métodos fluorimétricos e cromatograficos. Todavia, a
maioria dos métodos s3o trabalhosos, consomem muito Lempo e, embora
apresentem uma boa exatid¥c, sdo caros para serem implantados no
controle rotineiro das indOstrias.

Ao longo do Lempo esges métodos sofreram uma série
de modificacPes que wvisavam, além de uma andlise mais acurada
da histamina, uma diminuiclo do tempo de analise para vigbhilizar
sua  aplicag@o a nivel  de- laboratdrio de controle de. qgualidade
industrial. O método oficial da A.O.A.C ¢ Assoclation of Official
Anzlytical Chemists), inclui uma purificag¢io em coluna de resina de
troca ifnica e essa manipulagio excessiva dos exiratos resulia
frequentemente em perdas, até mesmo do padric de histamina

adicionado na amostra.

Os fatores gue podem influenciar na escolha dos méetodos
usados incluem © tempo gasto, habilidade tecnica envolvida, custo &

disponibilidade de reagentes e de equipamentos.



0Os procedimentos oficials de analise de histamina
reguerem certamente resultades exatos, wtilizando ecqul pamentos
sofisticados e caros, engquanto gue para avaliagBes rotineiras de
controle de gqualidade sm planta pilotoc. ou na indastria., estas
podem ser realizadas dentro de uma faixa aceitlavel de esxatid¥o,
uzando técnicas mais simples o de menor custo.

Com base nessas observagles, esle trabalho iteve como
objetivo desenvolver um método simples = caonfisdvel, para estimular
2 wviabilizar .m controle do teor de histamina em enlatados de
Pl es, Ezte método enval ve a extracio, purificagZo 2
gquantificagfic da histamina mediante partic¥o com solvenie e
posterior reagfc com o dcido a.4..6-—t,r~initrobanzenmsulf&ﬁico CTINBSS.

A guantificagiio do complexo formado & realizada ablravés de um

espectrofotdémetro VIE



2 - REVISEO BIBLIOGRAFICA

2.1 = CARACTERISTICAS DA HISTAMINA CHMZ.

2.1.1 — ANEL IMIDAZOGLICO

O imidazol, um isémero do pirazol, encontra-se formando
parte do nGcleo da purina, do amincicido histidina e da histaminas,
e suas caracteristicas principais s¥o descritas por Jones (129683 e
Finar C18700.

O imidazol, com ponte de fusiio a QQ“C, ¢ uma base fraca,
porém mais forte gue o pirrol ou a piridina. Isto ocorre porgue a
protonacio de um deos atomos de nitrogénic (N-30 do imidazol nio
destros o sexteto aromitico do anel. Como @ imidazol tem dois
nitrogénios, o par de elétrons de um deles ¢ como o do pirroel, faz
parte de um sexteto aromatico e, portanto, n3o aceita um prdélon com
facilidade; o ocutro par de slétrons estd muito mals digponivel ao
ataque de um prdoton (Figura 1D, dai a razio do imidazol ser uma
haze mais forte @ estivel & oxidagZc e A redugdo que o pirrol « a
piridina. Um raciocinio semelhante explica porque o imicazal &

um pouco mails dcido do gque o pirrol.
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FIGURA 1. - Protonascic do Anel Imidazdlico

A forma protonada do imidazol &, de fato, mails astivel,

uma vez gue Jduas estruturas equivalentes de ressonidncia poden

ocorrer, conforme a Figura 2.

NH NH H+ N ¥ N N
[ [ =T =T
\;N o ™ A -~ ™ N o

" NETTRS ng
H H

IMIDAZOL

FIGURA 2 —~ Estruturas Ressonantes Do Anel Imicdazdslico

O imidazol pocorre na natureza no  aminc&cide histidina,
come constituinte de proteinas. © imidazol & multo mals wansi vel

E:
substituicio eletrofilica do que a piridina,

mas & menos reativo
que o pirrol. Com substituintes na posic¥o 1. a substitulgiEo

1431



aletrofilica ocorre na posicio 4, come mestra  a reagio,

Figura 3.

N HNOa OzM M
H 1 )
N Ny

N H
i
CHa {He

FIGURA 3 ~ SubstituicZo Eletrofilica na Posi¢lo 4 do Anel

Imidardlico

¢ imidazol possul propriedades anfdteras, logo funciona
come um Acido & como uma base. Por ser um Acido {raco, reage com

bagses fortes para formar anions (Figura 40.

I

NN

FIGURA 4. - Anlon Inidazol

O nitrogénio, sende mals  eletronegative do que o
carbone, € menos apto a acomodar a deficidncia de elatrons, que
caracteriza o estada de transi¢fo da etapa determinante da

velocidade das reages de substitulgfo eletrofilica aromalica. Por



apto a acomodar © e@xXcesso de cargas negativas que um  ansl
aromatico, na substituicio nuclieofilica. A estrulura anterior
representa um hibrido de ressonancia & a carga negativa n&c esté
localizada em wum Atomo de nitrogénic ou noe carbono, mas sim

distribuida por ifoda a molécula, tornande o ion mais estavel.

2.1.2 -~ ESTRUTURA RIIMICA

A histamina ¢ wuma substincia 'farmaccsl ogicamente ativa,
formada por uma molécula hidrofilica, composta de um  anel
imidazélice » de um grupce amino ligado por dois grupos metilenc.
Pstruturalmente, a histamina & a 4-Cou 5)-2-aminoetilimidazol, e
esta representads por ambas as formas I e II, Figura 8 (Gilman %

Gondman, 18873,

2z 4 £ =
NHzCHz2CHzC === CH HE memes COH20H2NH2
E+3 & L 3 % I
HN ¢+ 3N N g sNH
- S g 1T
I CH o
PIGURA B. - Férmulas Estruturais da Histamina



O mode convencional para nuneragfo dos dtomes do anel
imidazroldlico ¢ atribuir a posigic 1 ao grupo amino, € sSegue =m
volbta do amel atribuindo ac dtomo de nitrogénio, o menor numero
possivel, gue é 3. Como cbservade nas estruturas I e IT (Figura 52,
o5 atomos de carbono do grupo etila recebem a numeragdo 1 e 2,
independentemente do anel. O hidreogénio imino do anel & movel =
pocle muciar e L atomo de nitrogénic para outro, com
concomi tante mudanca da dupla ligagdo. assim, as duas fdrmulas I
e Il da histamina coexistem.

N pH fisiclégico, o nitrogénio aminice da cadela
lateral encontra-se protonado, existindo a histamina na forma de
cation monovalente, 2 [ormando uma ponts de hidrogénio
intramclecular entre o grupo amino da cadeia lateral e um

nitrogénic do anel imidazdélico, Figura 8 (Jones, 10668,

FIGURA 6. - Forma Ionizada da Histamina em Condigfes de feis]

Fisioldgico.



2.1.3 — PROPRIEDADES QUL MICAS

A histamina apresenta as reagfes caracteristicas do
grupo amino primarico e do grupo imidazélico (Jones, 195660,

A acetilag¥o do grupo amine primérice da histamina
realiza-se facilmente pela reagdo com anidrido acético, dando a
Heacetil histamina. A N-benzoil-histamina tem sidoe preparada por
trataments brando da histamina com © cloreto de benzoila. HNovas
reanBes deste produts com o cloreto de benzoila, em solugHo Jde
penzens =2 sob condigbles . cuidadosamente ncntraladés, conduz ao
{-henzoil -4~ (E-benzamidoelild imidazol. As reacBes s¥o mostiradas

na Figura 7.

H = COHaCHeNH 2 HE s OO H2CH 2 NHCOC sHs
i | l ! coc
HN N CsHSCONHz gy CoHSCOCl - pe e cOH2CHRNH
~ S - R
CH CH HsCaOC~N N COCsHs
S
CH
FIGURA 7. — Reaglo de Acetilagdo do Grupe Amino da Histamina.

Aldeldns aromaticos reagem <om a histamina para formar
hases de Schiff, as guals s3o jsmladas como coristals sdélidos
amareles ou alaranjados. Esses conpostos podem Ser recuzidos

cataliticamente com Aleool e sédic para  formar nistamina

H-alguilada.
A histamina reage com formaldeido em meio &cido, dando



coms produto final um composto bigiclico, conforme ¢ mostrado na
Figura 8., Inicialmente esse produto foi relatado como sendo mais
ative do gue a histamina em musculatura lisa. Mais tarde foi
observado gque o composte € praticamente destituido de atividade

do Ltipo da histamina (Jones, 1968)D,

T H- C - H
HC === C-CHzCHaNHz + HCOH i N
) X J—— N
al H* / ﬂ
R > HCG He
cH NN

FIGURA 8. - REeagio da Histamina com Formaldeido em Meio Acido.

Uma reagfo tipica de muites compostos imidazdlicos,

. - +
incluindo a histamina, ¢ cbtida com sais de diazdnio (X NSEN -Ard
dande produteos mono @ diazcotados, mostrados na Figura © (Finar,

18702,

NH+aNzﬁr<ﬁw—————— N NH

e & N, S
CH

zm-'—

FIGURA 9 -« ReagBo da Hislamina com Sal de Diazdnio,
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Esta reagﬁo.fai descrita inicialmente como um teste de
cor para histidina e oulros compostos imidazdlicos.

Posteriormente, fol desenveolvida uma reagice  com O
composte de diazdnio come teste gualitativo para 2 nistamina, Apds
cuidadosos estudos sobre reagles entre compostos de diazdnio e
imidazol feol conclulido gue, [OS produtos, © grupc azo esta ligado
an atomo de garbono no niiclen do anel imidazol. Para ocorrer
a ligagZo, o grupo imino presente deve estar livre e, um atomo de
hidrogénio, ou algum outro grupo substituinte, occuparad as posigfes

2, 4 ou 5 do anel imidazol.

2.4.4 — PROPRIEDADES FI1SICAS.

A histamina funde a 83%c - a24% em forma de cristais
incolores. Seu ponto de ebuligZo esta aentre 208°¢ e 210°¢. A base
& aliamente solGvel em agua, mas ipzolivel em &ter etilico e

ey erruD.

Estudande a solubilidade da histamina em Agua, Tabor &
Mosettig, citados por Jones C1OfBEY, observaram que a 2 mesma &
altamente associada as pontes de nidrogénioc.

O espectro de absorbéncia no yltravicleta n¥o permite
utilizagio pratica como m&todo analitice da histamina, pois ©
composto ndo exibe absorbancisa maxima na regifio de 2i0nm a TOOnm.

Quandoe titulada em solucic aguosa, a histamina

apresenta dois centros basicos com valores de pKa de 5,84 e
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9,80, Se a titulagXo for realizada em solugo aquosa de clorete
de potéssio, & 25°¢, os valores de pKa =3c 5,78 ¢ 9,768, Duas séries
de sals de histamina s2o formados, dependendo da neutralizacgio de

um oy de ambog o3 grupos bisicos,

2.8 ~ TOXICIDADE

Alguns incidentes de intoxicag3o alimentar, associados
com o consumns de virios Lipos de pelxe *"'in natura’®’ e processados,
contende altos nivelis de histamina, demonstram o riscos & sadde
pibiica, devido & formacBo de aminas biologicamente ativas.

Ezzaz intoxicacBes astfo relacionadas, geralmente, com o
consums de cerlas espdcies de pelxes gque contém grandes gquantidades
de histidina livre no mGsculo (Baldini, 18820, Essas espdclies
incluem pelxes peligicos ( gque vivem na superficie ou prédximos a
elald e, particul armente, peixes do filo Chordata, ﬂiassﬁ
Ostelchthyes, ordem Perciformes ¢ familia Scombridae; nesta familia

algumas espdceies de amplo consume, como atum (Tunnus Lhynnus L3,

bonito (Sarda sardal ¢ cavalinha (Scomber Jjaponicus Heoultd., Quando

manugsesdos ou processados em condig@es improprias, podem atinglir
nivels elevados de  histamina, causands casos graves  de
imtoxicacio alimerntar {Taylor & Lieber, 19773,

Cabwe acrescentar gque oulras espécies do tips sardinha,

Jurel , arengue & anchova, tambadm revelam alls contedds de

i@



nistanmnina (Jenistea, 1973; Bastpck a2t glii, 19800,

Segundo a International Commission on Microbiological
Specifications For Food (.0 .M. 5. F3 (19783, o snyvenenamento de
seres humanos por histamina ocorre guande © alimente consumido
possui niveis superiores a 100mg-100g de pescado.

Ienistea (1973}, relaciona os teores de histemina em
pescados normalmente associados .I aos seguintes efeitos: valores
inferiores a Smgr100g sHo normais. ao passo que nivels entre Bmg e
10mg-100g j4 podem causar sintomas em individuos mals sensivelis,
entre 10mg e 100mg /i00g sZEo potencialmente Loxicos e, por fim, em
niveis acima de 100mg-100g. a toxicidade € muito elevada. O mesmo
autor indica gque o nivel de tc:ierancia A histamina, num individuo
de 70kg estd por volta de Smg a Omg por refeicdn. Oz efeitos
prejudiciais em relagio a quantidade de histamina ingerida em uma
refeici¥o s¥o: intoxicag¥o leve, de Bmg a 40mgy distdrbios de
intensidade moderada, de ’S"Omg" a 1000mg e, distdrbics graves, de
1800mg a 4000mg.

A Food- and Drug -Administration considera, para atum, um
nivel de 20mgrsL00g como evidéncia de decomposicin @ S0mgs1l00g como
um nivel perigoso (Leitfo et alii, 18830,

Apesar da histamina ser apontada como agente causador de
intoxicagio por pelixes esconbr i deos, a evidéncia para o
envolvimento desta substincia & geralmenie circunstancial = =sta
sustentada em tLrés f‘a{,os: a3 2 similaridade em sintomatologia
gquando comparada & administrag3o endovenosa de histamina; O a

eficiéncia na terapia de anti-histaminico e ¢ a correlagdo entre
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os altos niveis de histamina com os efeitos tddeos dos alimentos.
Todavia, a administracfo de histamina pura em sSeres humanos £ en
animais resulta na auséncia de efeitos téxicos, segundo Geiger.,
C1GEED e Mobil et alii €18793, citados por Arnold & Brown C1978).

Em levantamento realizade por Arncld & Brown 19780,
reporta-se que Weiss et alii (19680, adminisiraram dogses de fosfato
de histamina de 200mg a BS00mg (B500mg egquivalem a 180mg de
histamina? em voluntarios, sem gue se notasse qualquer alteragido no
quadro clinico, Os mesmos autores citam mais dois casos de ingest3o
oral de altas doses de histamina em humanos. sSem manifestaglio Jde
intoxicagdo.

0 paradoxo entre a aparente toxicidade dessa amina,
gquando consumida com cerlos peixes e a falta desse efeito guando
ingerida pura, pode ser axplicaac pela presenga de potenciadores
dessa intoxicagBo. B provavel que oulras aminas biogénicas, coma 2
putrescina ¢ em especial a cadaverina, possam potenciar o efeito da
histamina mediante a inibigio do efeito anti-hiztaminico (Bostock
et alii, 1883

A idéia de potenciadores da toxicidade da histamina £m
peixes da familia Scombridae n3o & particularmente nova. Em meados
de 1954, dois cientistas japoneses, Miyaki 8 Hawvashi, citados por
Taylor (198353, s=sugeriram que 2 veaurina’, substancia toxica de
efeitos similares aos da histamina, atuava sinergisticamente com a
histamina em processos de intowxicagdo; no entanto, pesquisas mals
recentes revelaram CJLie a “saurina®™ era idéntica -

histamina {Foo, 13762,
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Parrot & HNicot (1868), citados por Arnold & Brown
C1978%, reportaram gque a administrag¥o de putrescina, antes da
histamina, aumentava & sua toxicidade em cobaia, e gue a cadaverina
também tem se mostrado um potenciader forte dessa toxicidade.

Mo homem, sob circunsticias normals, as aninas

absorvidas a partir de alimentos, sfo rapidamente destoxicadas por

uma aminoxidase., A histamina ¢ oxidada por uma diamino-oxidase
encontrada nas paredes dos intestines (Chu & Bjeldanes, 18815,

Segundo Karmas & Mielz, | citados por Baldini (18823, as
altas concentracBes das diaminas putrescina e cadaverina em pelxes,
poderiam reduzir a oxidag¥o da histamina e atuar como potenci adores
de seus ofeitos blioldgicos.

Chu & Bjeldanes €1881) estudaram © mecanismo pelo gual
determinadas diaminas, em aszsociagZo com a ingesifio de atum fresco,
alteram ag proporgies de tr*anspc:rt.e de histamina ;\través das
paredes intestinals e ou potencializam a toxicidade da histamina
pela influgncia das substanclas na ligagi®e com a mucina gistrica.
Os resultados desses estudos., *‘in viire’’, mostraram que existe
uma relacBo linear de ligag¥o da histamina 2 mucina, come fungdo
da concentragfo de histamina. EBEm presenga de poliaminas houve
inibicZ%e da ligagBo, = essa  AnibligBoe aumentava guands &
concentracio das poliaminas era aunentada, atd um misimo de
inibioBo,

Uma vez gque a histamina, guando ingerida oralmente, nXo
& téxica, & possivel gue haja uma barredra & absorgioc de histamina

ne  intesting. Essa barreira seria uma guantidade relati vamente
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grands de mucina estomacal gque retarda o transporie de histamina
nos  intestinose e, em combinagcBo com uma série de pProcessos
netabdl icos, destoxicam a histamina guande liberada da mucina.

A inibii;.ﬁo da ligag®o da histamina & mucina pela
cadaverina, putrescina, carnosina, anserina e outros compostos,
observada por Mietz % Karmas (1977D, estid de acordo com a hi pdtese
de que estas substancias podem liberar a histamif\a da mucina
gastrica e aumentar sua absorg¢¥oc intestinal, resultando no aumento

da btod ol dade.

2.28.1 - SINTOMATOLOGIA

Infelizmente n¥c existem boas estatisticas sobre a
incidéncia de intoxicagio causada por hiztamina, uma ver dJque O
incidentes raramente s3¢ publicados, ha erros de diagnésticos =&
oz servicos de satde publica muitas v&zéﬁ.‘* nZEe fazem ou farem pouco
esforgo para disseminar informagSes sobre os casos ocorridos. Por
izse, a verdadeira incidéncia de envenenamento relacionado com @ssa
tLodxina & pouco conhecido.

Visto Lratar#;.se de uma “intoxicagfo®”, o periocdo de
incubag®o & curte, variande de alguns minutos a Z ou 3 horas,
embora fregquentemente seja inferior a uma hora C(Leitlc, 1880;

Taylor 19853,
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O processe patoldgicoe apresenta sintomas muito bem
| definidos & caracteristicos; o mais comum & um Processe
inflamatério da face o do pescoso, gerande uma sensacfo de calor e
desconforte. Este processo & decorrente da ag3ce dilatadora da
histamina nos pegquenos vasos 2 capilares sanglineos. A megulr, o
paciente apresenta normalmente uma cefaléia intensa e continua,
centralizada npas regifies frontal e temporal, aaampanhada de
problemas de palpitac@es cardiacas. Outros sintomas gue podeﬁ
ccorrer s¥o: tonturas, desfalecimento, sensagZEo de queima#ﬁc: fa
boca = garganta, dificuldade em engolir, ‘eritema no rosto e

pescogo acompanhade por comich@es (Leiilo, 19802,

Os =i ntomas secundérios, apresentados por
aprosd madament e =25% dos pacientes, s30 de natureza
gastrointestinal. Estes incluem dores abdominais, diarréia e

natissas sem vémitos,
A tawxa de martalidéde & desprezivel (0,07%, ao pasgso
que a recuperacZo dos pacientes ¢ usualmentie répida, variando de 4
a 12 horas CArnold & Brown, 1878,
A confus¥o em se diagnosticar a intoxicagdo por
histamina como alergia alimentar & compreensivel, wvisto ser esta

amina o mediador primirico *%in wvive'' da enfermidade (Taylor,

18885,
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8.3 ~ HECANISMO DE FORMAGED DA HISTAMINA EM PEIXE

O primeiros estudos realizados sobre a formagio de
histamine em tecido de pescads foram baseados na autdlise, embora
tenha sido concluido gue essa amina era formada apos a morte, por
contaminaglo bacteriana CArnold & Brown, igvad.

Estudos extensivos sobre a descarboxilag@co da histidina,
provocada por bactérias, foram realizados posteriormente, com ©
isolamento & a caracterizag¥io desses microorganismos.

InGmeras pesquisas evidénclam que a formagZo  de
histamina em pescado *‘in natura’’, enlatado, defumadce ou salgado,
decorre principalmente da atividade bacteriana, envol vende espécies
capazes de produzir a enzima histidina descarboxilase, gque atua no
aminosdcido L--histidina livre presente no tecido {(Corlet et alii.

1978, lLeitfo, 1983; Frank. 1985).

2.58.1 — FORMACKQ DE HISTAMINA ATRAVES DA HISTIDINA LIVRE

Mo processce de formagio da histamina, o aminodcido na
forma livre sofre reagfo de descarboxilagfo bleldgica, com perda de
uma molécula de didxide de carbono e formag¥o da amina, conforme

mostrade na Figura 10,
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HCwmee O - CH2~C—~CO0H HIDTIDIMA HC e CH - CHa ~CHa—NHz + Q02
g NHz DESCARBONILASE a l
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FIGURA 10- Formaclo da Histamina Atraves da Descarboxdlagfo
Bioldgica da Histidina.

Pesguisas indicam que a produglio de histamina ocorre
soments a partir da Lmhi stidina livre, sende que ligagfies
peptidicas, tanto nos grupos ~COOH como —-NHz da histidina, pr evi rnem
qualguer atividade descarboxilase CArnold & Brown, 1878). Por oubro
lado, também foi evidenciado gue nivels maiz altos de histidina
livre s¥o encontrados nos fluidos sarcoplasmiticos dos pelxes de
carne vermelha, como os da familia Scombridae. Esses nivels de
histidina livre wvariam de 400mg a 1200mg-100g de pelxe, enguanto
outras familias bicldgicas contédm apenas O a 100mg-i00g de pelixe.
Convam acrescentar gue oulras espécies some sardinha, arengque 2
jurel também revelaram altos niveis de histidins Clenistea,

1873; Frank, 18853,
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Portanto, o actmule de histamina nos alimentos,
dependers {fundamentalmente do teor de  histidina livre e da
proliferagdoc microblana de sspécies hi;st,idi na descarboxilase
positivas. A histidina { &cido aramino—4 ou B-imidazoel propidnico,
CeHoNaOz), & o derivade mais importante do imidazol, por apresentar
um papel vital nas reagBes que se passam em sitios ativos de certas

anzi mas,

2.8.1.1 — EFEITO DA TEMPERATURA DE ESTOCAGEM

Nos ;ﬁrocers.ssos de estocagem A temperatura anmblente pode
ceorrer variac®Bes bem significativas na formacio de histamina
CEdmunds % Eitenmiller, 18783, Omura, citade por Arnold & Brown
C1G78), detectou grandes diferengas nas concentragBes de hiztamina
em atum estocadoe sob condig@es semelhantes.

Numerosos estudos 1ém sido realizados gquanio A produgfo
de histamina préxime ao ponto de congelamento e A temperatura ez
refrigeragio, onds  os avtores constataram gue  as bpactérias
formadoras Jde histamina foram destruidas ou incapacitadas de
descarboxilar a histidina 0°C.

Estudns desenvolvidos em procsssos de estocagem 2
4%¢ mostraram gque poucax histamina foi produzida em tecidos de
cavala 2 de oubros peixes =« que oI microorganismos psicrdfilos
apresentavam baixa capacidade para doescarboxilar (BEdmunds &

Eitenmiller, 1075, Esses mesmos autores, em Lr abalhos posteriores
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ci0823, determinaram qus o Proteus morganili apresenta otima

sintese da enzima a 24°¢C, diminuindo com o aumento da temperatura,
cendo minima a 42°C. A 37°C, o nivel de atividade da enzima fol
aproximadamente 2304 daquela encontrada a 24%c. Armold & Brown
Cie7PEY, menclionam que a descarboxilase de origem bacteriana 4 mals
atiwva em temperatura abaixo de an®c o sem atividade acima de 40°%¢ i
entretanto, abaixe de 10°C a produgic de histamina & muits reduzida
sendo praticanente interrompida a 5%¢. Cutros autores reportaranm
U 8 5%, conforme a umidade do melo, quantidades peguenas de
nistamina foram formadas 2 que ndo nouve formagio a -20°%¢, durante
dnis meses. Trabalhos recentes tém mostrado gue certas cepas de

Froteus morgannii & Proteus vulgaris s¥o capazes de produzir niveis

de histamina em €XCe@sSS0 Ci20mg’ , quando o melo de cultura padrioc &
enrigquecido com uma infusio de atum e incubada por seis dias a 7%
CArnold & Brown, 19783,

Gale % Kimata, citados por Baldrati et «lit 18800,
shservaram oque a histidina descarboxilase mnanifestava atividade
maxima em Lemperaturas infericores a 30%¢c e que as espécles
Aghromobacter histamineum {Proteus morganiil. apresentavam
cresciments &timo entre 20°C a 2670, com atividade descarboxilase
méxima a EQQC. Em temperaturas nmals el evadas {3Q°€ﬂ400¢3 mEe ol
detectada a formagdo de histamina e, a s07C, as bactérias
produtoras de histamins estavam inatiwvadas.

& evidente que, tanteo a flora pacteriana original do
pelxe, como aguela contamni nagloe durants © manuselo & processamento,

podem influsnclar drasticamente na formagdc de histamina.
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2.8.1.2 - EFFITO DO pH.

Cawabata et alii, citados por Arnold & Brown €1g780,

relatam gue estudos realizados com treze cepas de Protsus morgani i,

Proteus mirabilis, FProteus retigeri e Proteus wvulgaris, nostraran

maior abtividade histidina descarboxilase em uma faixa de pH &,0 a
%,5. A produg¥o mixima de_hi$tamina pels Proteus morganii —ocorrey
em pH 5,1. Os organismos gue cresciam no intervale de pH 5,8 a T3
apresentaram D0X de atividade mawima, engquanto os que crescliam em
pH de 7.8 a 8,7 apresentaram apenas 10% de atividade maxima. O pH
no tecido fresco dos escombridecs geralmente estia no intervalo de
pH de 5,8 a 5,8. Desse modo, a ligeira acidez no peixe favorece a
produclo de histamina.

Trabalhando com cepas de Proteus morganii, Eitenmiller
et alii (189822, cbservaram gue a enzima histidina descarboxilase
apresentou um plco de atividade o&tima em pH 6,5, diminuindo
rapidamente em valores proximos a esse pH, com poucs atividade em
pH 5,0,

Em pesquisas realizadas por Baranowsk et alii (18853,

com Klebsiella pneumconiae UH-Z jsolada de atum deteriorado, fod

ohservade gue a conversio de mistidina para histamina por cdlulas
em repousc, mostraram pH otimo de 4,0; & em pH 8.0 a atividade
diminulu para 70% do valor da atividade em pH 4. Assim, € possivel
& ccorréncia de uma atividade enzimatica em peixe fresco, onde O pH
& de aproximdamanta 5,0 O wvaler de pH 4,0 eatsd de acordo <oom

aguele reportado para ronversfe de histidina em histamina povr
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bactérias.

8.3.8 - BACTERIAS PRODUTORAS DE HISTAMINA EM PESCADC DE

ORIGEM MARINHA.

Mui tos microorganismos foram evidenciados como tendo uma
intensa capacidade de descarboxilar  histidina dependendo,
maturalmente, da natureza dos substratos = das condigfes de
incubagBo. Tenistea ©€18733, destaca principalmente dentre os
membros da familia Entarahacﬁeriaceae, s géneros Escherichia,

Enterobacter, Salmonella, Shigella = Proteus; e também ezpécies dos

géneros Achromobacier, Pseudomonas, Streptococcys e Lactobacililus.

Segunde o I.C.M.5F Qg78), Proteus morganid parecs

ser © principal produtor de histamina, embora espécies de

Salmonella, Shigella & Clostridium também revelem esse potencial.

Cattaneo & Cantoni, citados por Leit¥o ef alii  C19832,
concluiram que, as entercbactérias s¥%o as principais responsavels

pela produgfo de aminas em pescado; contuds, a Escherichia coll e

Proteus vulgaris se destacam como os malores produtores.

Omura et alii C1978), isclaram bactérias produloras de
histamina a partir do atum e da cavala enm decompoziciEo & Lestaram a
capacidade para produzirem histamina em caldo de infusZ@io de atum
Eles identificaram 44 cepas formadoras de histamina, entre slas:

Proteus morganii €81 cepasd, Hafnia alvei €13 3, Proteus sp (30

Klebpsiella sp ©13 e seis cepas nio identificadas.

£33 .



Alzmo et aliil, citados por Jones {18663, comprovaram que
a malor atividade, dentre um grande ndmero de sspécles e cepas de

bactérias examinadas, fol de Proteus morganii. Pennimpede et alit,

mencionade pela mesmoe  autor, observaram variazs espéclies de

Klebsiella, bactérias que podem converter de 134 a 18% de histidina

em histamina, em 24 horas.
Segunde Chang &% Snell, citados por Arnold & Brown

10782, certos Lactobacillus também sIo capazes de produzir

hiztamina, Observaram Lambém que a capacidade desies Lactobacillus

em produzir histamina & limitada a poucas cepas.
Frank €1985), relacionou 15 espécles de bactérias
produtoras e histamina, isoladas de peixes mar inhos,

constatando que Proteus morganii ¢ o microorganismo mals comumente

responsavel pelos elevados niveis de histamina em pescados
deteriorados.

No Brasil, LeitSo et alii (19830, estudaram a ocorréncia
de bactérias produtoras de histamina em amostras do tecido nmuscular
e visceras de pescado de origem marinha Ccagio, corvina, cavalinha,
bonito 2 atum). Constataram a presenga principalmente na superficie
dos tecideos musculares (52,8%) e nas visceras 33,1%, tanto a e

come a 25 C. Proteus morganii ol a bactéria histamina positiva de

maior ocorrdéncia (58,8%, seguida de Proteus rettogeri e ouiras

sspécies de Acinelobacter, Pseudomonas, Entercbacter e Klebsislla.

Orurumi et alii £188232, realizaram estudos com bactérias
psicrofilicas e haloflilicas produtoras  de  histamina, Faiti:tatatel

estocadas a 5% o 20YC. Esses organismos parecem fazer parte da
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microfliora natural dos peixes de origem marinha de carne vermelha,
principalmente a cavala e a sardinha,
Em estudos realizadoes por Baldrati et aldii (18802, com

amostras de cavala (Scomber scombrus LD armazenadas & 1806 & a

EQQC,'sabre'a“influéncia da temperatura na formagfo de histamina,
fol observado gue a flora bacteriana a 18°C era constituida por
microorganismos Coliformes = Proteus, enguanto a ap®c, a flera
bacteriana era constituida por mi coorgani smos dos IENer oS

Achromebacter, Alcalilgenes & Proleus.

2.4 - OCORRENCIA DE HISTAMINA EM PEIXES E FPRODUTOS
PROLESSADOS.

Alnda gue o alimento processado seja  considerado
seguroe do ponto wvista sanitirio, considerando que tenha sideo
essterilizado, o mesmno pode n3o estar livre da presenga de histamina
uma vez que esta & resistents ac tratamento térmico. A histamina &
parcialmente destruida gquando submetida a uma temperatura de 1027
durante 3 horas, ou a 116°C durante $0 minutos, em latas de 250y
{Iienistea, 189733

Alguns des pei xes ie tém asido  relacionados a
intoxicacBes por histamdina, aparecem listados na Tabela 1.

Oz peixes da familia Scombridae s3c os mals comumente
implicados nesse tipo de intoxicagBo, como as varias espécies de

de atum, bonito, albacora, cavalas, cavala easpanhela & sauri.
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Existem certos tipos de pelixe nZc-escombridecs gque btambém estio
envolvidos em incidentes de intoxicagoe. Entre eles est¥o
sardinha e arengue da familia Clupeidas, dourado e mahi-mahi da
familia Coryphaenidae e anchova da familia Engraulidae. Fortanto,
& inteiramente correte associar a intoxicagBo histaminica aos

escomix i deos.

Suzuki et alii, citados por Arnold & Brown (18782, foram
o primeiroes a detectar a presenga de histamina em extratos de
atum, Geiger et @lii também citados por Arnold & Brown (1678,
investigaram o contetdo de fofmagﬁo de histamina em extratos de
cavala & de sardinha.
iABELA 1. - Ezpécies de Peixes Relacionados a Intoxcagdo

por Histamina

NOMENCLATURA

CIENTIFICA YUL.GAR

INGLES PORTUGUES
Auwis bthazard = Frigate Macherel Bonito cachorro
Futhynnus affins Little Tuna Bori b
Katsuwonus pelamis *  Skipjack Tuna Bonito de barriga—

listrada

Makalra mazara Bleak Marlin Marlin negro
Scomber scombrus Macher el Cavala*
Thrachurus japonicus Horse Macherel Cavala
Thunnus alalunga Al bacor e Al bacora
Thunnus aibacore Yellowfin Tuna Al bacora—de-lage

Thunnus maccoyil Southern Blusefin Tuna Atuam

¥iphias gladius Dwordf i sh Peixe espada

Fonte: Taylor, S.L., 18988 % — Familia Scombridae

* % - Cavalinha Cno Brasill.
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Nos Estados Unidoes, o dourado (Coryphaena hippu=zi & o

peixe n¥o-escombridec mais comumente implicado em  <asos de
intoxicag®o por histamina. No Canadi tem ccorrido, conm freqiéncia,
inﬁideﬁteﬁ de intoxdcacio por histamina causada pelo consumo de
mahi-mahi. No Jap3o ocorreu um episddic envolvendo dourado e varios
outros envolvends marlin, sardinha, cavala e anchova, A sardinha &
uma espécie responsavel por incidentes de intoxdcagBo am VAT ios
paises, inclusive na Repudblica Federal da Alemanha e Inglaterra
CTaylor, 189855,

Ababouch &t alii (1986), no Marrocos, analisaram oS
siveis de histamina em 248 amostras de peixe processados
comercialmente, consistinds de sardinha, cavala e atum. A maioria
das amostras 85,89 apresentou  baixos niveis de histamina
C<I0mg 1000 ; 268 amostras (10,890 apresentaram niveis dentro do
limite C1O0mg-BOmg-i00g> e 10 amostras (420, apresentaram nivels
significativamente toxicos, acima de BOmg 100g. O atum fol mais
susecetivel as desenvolvimento de histamina em comparagfc <om a
sardinha e a cavala 7% as amostras de atum continham nivels
acima de SOmg~100g contra 3.7% e 3,84 de sardinha e cavala,
regpectivanente.

Em pesquisa feiia na Espanha por Salgueirs e Mackie
(1OBTaY, sobre o3 nivels de histamina em 32 amostras de enlatados
de atum. cavala e sardinha, fol constatado gue todas as amostiras
analisadas apresentavam concentragfes de histamina abalxe de

G, Byt GOg

Fazmes mesmos autores 1887k, analisando amostiras e
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filés = peixes inteiros de hadoque CMelanogrammus aeglefinusy e

arenque (Clupea harengus?, obtiveram oS seguintes resultados:

as filés de hadogque detericraram-se mais rapidamente do que o pelxe
inteiro quande sstocados em gelo = a 5‘0{2. oeorrends © inverso com
o arengue., onde © pelxe imteiro sofreu deteriorag¥o mais rapida do
que os Tileées. Além disso, foi observado uma majior producio de
mistamina em arengue, COMo esperado para espécies pelagicas

com altas concentragfes 1tin—vive'* de histidina livre utilizavel
pela bactéria que produz a histidina descarboxilase. O limite
recomendadoe para o controle de gualidade para histamina em pelixes
pelagicos € menor que Bmg-100g, conforme proposto por Murray et
aiii, citados por Salgueiré: 2 Mackie C1687b2>, havendo uma
grande possibilidade dessa concentracZe ser sxcedida, préximo ao
fim da wvida de prfateleira do produte (8 dias a 0% ou B dias a
s5%¢n .

Em levantamento feito por Pan et alii CiG862, sobre oS
teores de histamina em produtos enlatados atunideos, sHo citadas
diferentes concentragfes de histamina nas amosiras analisadas.
Extas pesguisas conduzidas emn Taiwan, com U2 amostras de atum,
230 amostras de bonito e 48 amostraé de cavala, mostraram ple 6,54,
32, 8% o 18,0% das amostras, respectivamente, apreseptaram nivels e
nistamina acima de 1 GOmg~1 00,

Pesquisas reallizadas na Holanda em 1981, com 22 amostras
de cavalinha, 23 de a;-tum & 30 de sardinha, revelaram gue 4,.8%; 8,7%
e 10,0% das respectivas amostras excederam O nivel de 100mgsi00g.

CPan, 19853,
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Eitenmilier et «lii (19823, constataram gque em filés de

atum inoculados com Proleus morganii, o= nivels de histamina

alcangavam valores de 43,7mg, S30mg e BO8Smgs100g de amostira apds 48
horas, manitidas a 18°¢, 24°c e 30 (o respectivamente.

LeitZo et alii (18832, ipocul aram Proteus morganii em

horogenel zado  de tecido muscular de cavallinha, nXo constatando
produgioc de histamina a 7 ¢ durante 7 dias, enquanto que 2 258°¢ foi
atingido um nivel de SOmgsi 00y, em 24h. A ocorréncia de histamina
em enlatados de peixe indica uma deficiéncia eritica Do
processamento, geralmente relacionada com & manutenciEs das
matérias-primas em temperaturas acina de 18%¢. Asnsin, para
garantir a qualidade de produtos processados & de importancia vital
garantir a continuidade da cadelia de refrigeracio nas varias etapas
de produgfo, dezde a captura, transparte'e recepgio na indastria,
até a obtencio do produte final (Leitdo, 189830,

Ha Tab@ia & apresentam-se alguns niveis de histamina em

pescado enlatado.

TARELA 2.~ Niveis dJde Histamina CHMS em Enlatados de Pel xes

VART ACEOC DA CONCENTRADECQ MEDT A DA CONCENTRACEC

ESPECIE DE HM {mg-o100g2 DE HM C(mgs/100g2
albacora G, 86221 1,45
atum 1,60-7,41 3,45
ponlta 1,30~4,80 £2,35
caval s 1,804, 80 2,28
sardinha 0,311,328 0,73

Fente: Leitio ot it C19833.,
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Quants aoc pescado fermentado, um relatoe da Finlindia
indica que o arengue mosirou um alte teor de histamina. Por alguma
razio, o arendgue salgado parece mals propliceio a conter altos nivels
de histamina gue o arengue enlatado. Egsse tLipo de arengue £ um
produto  fermentade gque frequentemente possul  altos nivels de
histamina, mnas gue nfo tem sido implicads em cazsos de intoxicagHa,
Talvez issc possa ser explicade pela falta de potenciadores do
envensnamento por histamina., Produtos fermentadeos, contendo altos
niveis de histamina, paoderiam possivelmente apresentar um alio
risco para o consunidor, portanto, mais pesquisas sio necessarias
para definir os limites do nivel de histamina permitide em produtos
de pelxes i‘armntados_(‘raylor. 19683,

No Brasil, Leit3o of alii (19832 avaliaram os Lteores de
nistamina & histidina livre sm amostras *‘in natura®' de atum.
bonito gde barrige listrada, cavalinha, sardinha, pescada, corvina,
cagfo e canarZo-sete-barbas. As  amostras de pescados recdm
desembarcadas aprasentaram niveis de histamina relativamenie balxos

2 altos nivels de histidina.



2.8 - METODDS DE DETECGRO E QUANTIFICACQRD DE HISTAMINA.

2.5.1 — METODOS FLUORIMETRICOS

AtLé ha hem Do tempo & fluorimetria, método
desenvolvideo por Shore (1885852, era indigscutivelmente o método
gquimico mais promissor para analise quantitativa de histamina; por
ter maior sensibilidade e especificidade que o método colorimdtrico
do DNFB €2, 4~dinitroflucrbenzence’ até entFo utilizado. o autor

observou gue o o-ftalaldefido (OPTD poderia se condensar com a

nistamina, sob condicBes extremamente alcalinas, formands um
produto cujo espectro de ativagBo apresenta um plico maximos 2
IB0nm e um especlro flucrescente com um pico maximo a 450mn, Ele

encontrou gue a intensidade de fluyorescéncia era proporcional &
concentragio de histamina na faixa de 0,008 a O,3ug-ml. Compostos
TS am&ﬁia, histidina e peptideos n3o interferem na reagio, sempre
que forem eliminados antes da condensagic com o OFT.

A histamina reage com (OPTD em pH alcalino originando
produtos flucrescentes. A reacsc da histamina com o OFT envol ve
inicialmente uma reag¥o de condensag3o, seguida pela acidificagio
com Acido gulfurico CpH 2 a S, que aumenta e estabiliza a
fluorescéneia do complexo por 20 horas, Foi sugerido gue 2a

condensag®o com o OPT pederia ser conduzida a o°c, por 40 minutos
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em pH 12,5, Este procedimento triplicou a intensidade de
fluorescéncia, permitiu a determinaglo de uma gquantidade minima de
fng-ml de histamina e uma melhor repreodutibilidade (Hakanson et
alii, 19?8). Numeroscs compostos tais como espermidina, arginina
glutationa, histidina e peptidecs com NHz-terminal da histidina
também reagem e podem ser detectados flucorimetricamente apds &
reac¥o com OPT. Desses compostos, em particular, a espermidina & o
que mais interfere na reagio.

Oz métodos fluorimétricos para ensalos de histamina tém
sido aperfeic¢oados pela introdugio de modificagles nas condi ¢Bes de
reacio. Hakanson et alii (18743, observaram due a condensacio da
nistamina com OPT, realizada em pH 12,8 a -20°C por 10 horas,
aumentava a sensibilidade e  especificidade do  mélodo. A
concentraciZo minima de histamina delectada na amostira ¢ de 1 ng-ml.
A reprodutibilidade do método mosirou um coeficiente de variagfc de
1%. A recuperagic dos padr@es (Sul-S0uld, se situou na Faixa de 78X
a S8%. Os compostos interferentes como a espermidina, conhecida por
Linterferir  no o ensalo convencional ., nEoD apresentam nenhuma
fluorescéncia bLornande, assim, desnecesséria a utilizagio do teste

que distingue a histamina da espermidina.

Lerke B Ball 18783, desenvol veram um métods
fluorimétrice para determinagfo de histamina em enlatados de atum.
O procedimento ¢ similar ac método da A.OVA G, exceto quanto an
uss do metanol que foi substitulde por solugdo de Acido

tricloroacdtico a 102 & da resina de troca anidnica substituida por
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yma resina catidnica. Uma combinagBo de técnicas de exiragdo,
purificaclio = deteccHo foram adaptadas 2 modificadas para assegurar
rapider, exatidX¥o e reprodutibilidade do método. A recuperagdo A
padrBes foi determinada em sclugBes de acido triclorcacetico a 10%.
A recuperaqﬁo, para niveis de histamina adicionada de Omg e
30mg-100g de amostra, ficou entre 98X e 103% e para nivelis de
100mg-100g (histamina adicionada ao extrato de pel e em
d&camposig%a} e a recuperacZo esteve entre 84% e 101% A

reprodutibilidade fol boa, com coeficliente de variacio de 12

Taylor & Lisber (19772, astudaram seis ndtodos
fluorimétricos & um espectrafot&métricc para detectar histamina em
alimentos. O métodos, descrites a seguir, foram comparados com
base em dois critérios: especificidade e sensibilidade.
~ Método 1. A reagio de%envolvida por Shore (198282, baseada neo uso
o-ftalaldeido e determinac¥o fluorimétrica, fol utilizada sem
modi ficacBes. As medidas de flucrescéncia dos derivados foram
realizadas nos comprimentos de excitagfo de 360nm e de emissic de
480nm. Os processoes de extraglico e purificagfic s3o o8 mesnos
descritos no método proposto por Shore C18580,

- Méteode 2. Método fluorimétrico modificado por Hakanson & Rénnberg
C1ET4Y, o gual regquer um tempo de reagio de 10 horas a -20°¢, em pH
18,58,

- Métods 3. Métods de Roth (189712, gque utiliza como reagente
Flucriméirico, uma mistura de mercaptancetancl e OPT, em condl ¢Beg

de reaces descritas por Taylor & Tappel CA9732,. O pH Stim para o
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degsenvolvimentae do flusrocroms  com histamina  fol 10.5. O
comprimentos de onda de excitacio & de emissZo foram fixados em
340nm e 480nm respectivamente.

~ Método 4. Métode fluorimdtrico eriginalmente desenvolvido para
detectar lisina C(Roth & Jeannerst, 1972}, o gqual ast& baseado no
o-diacetllbenzene como reagente fluorimétrico. O pH &Limo de reagio
foi 10, As medidas da fluorescéncia dos produtos foram 38z2nm para
gwei tacioe o 480nm  para emiss3o.

~ Métode B, Método desenvolvido por Udenfriend et alii (18723, para
andiise de aminas, baseado ne uso da fluorescamina., em condicefes de
pH Stimo de reaglio de 8,8 (solugZo tampdco de borato de s6diod. A
flucrescéncia do composto derivade foi medida a 3080nm (excitagiod
2 470nm CemissBoy.

- Método 6. Fundamentado no uso do reagente 7-cloro—4-nitirobenzeno—
Z2—oxal~1,3-diazole (NBD-CLD, para anidlise de aminas CAnonymous.
189710, As medidas de fluorescéncia foram reallizadas nos comprimento
de onda de 478nm e B28nm para excitagio e &miséﬁa. respectivanente,
-~ Métoedo 7, Método sspectrofotométrice para detectar aminas,
baseado na reacfco da histamina com ninidrina com nmedidas realizadas
no comprimento de onda de B70nm de absorbancla.

Dos métodos descritos anteriormente, as principals
conclusPes foram : ad) o3 méltodos de 1 a 5, apresentaram relativa
especificidade para dosar histamina em itecido animal, sendo qus ©
métode 1 apresentou maior sensibilidade para deteclar histamina em
alimentos: b)Y o método 4 mostrou menor interferéncia pela histidina

e histidil dipeptidecs; <2 o8 métodos 8 ¢ 7 foram o3 mnenos
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sensivels. Assim, além da especificidade, a sensibilidade tem sido
o malor problema no desenvelvimento de um métodoa rapide e acurado

para analise de histamina em alimentos.

Staruszkiewicz et alii (19772 , estudaram um método
flusrimétrico com OPT para determinagZo de histamina em atum,
utilizando uma resina de troca idnica para purificagfio total das
amostras., A maior vanbtagem do método fol quanto a rapidez. A
recuperasio da histamina adicionada ao extrato foi de 90X a B3I,
para niveis de 10mg e 100mg-100g, respectivamente. Uma das
vantagens apontadas €& a n3o utilizag¥o de Lécnica cromatografica
para separagio da histamina de outras substancias interferentes. A
sensibilidade do método permite a quantificag@o da histamina em

nivels acima de 10mg-s100g de amostira,

Em trapalhos postericores, Staruszklewicz (18772,
desenvolveu estudos colaboratives em diferentes laboratdrios, com
asis amostras de enlatados de atum, albacora, albacora-de-laje, =
ponits em agua & 2 em  Sleo, para aperfeigoamenic do método
fluorimétrico, descrito no pardgrafo anterior. A recuperagio da
histamina adicionada fol, em média, de QOX O autor assegura gue 2
histamina & o melhor indicador quimice da decomposigdo de atum
antes do enlatamento. Isto torna o mélodo de aplicag@ic pratica, por
ser rapide, sensivel e relativamente econdmico. Em 1280, ooz
métods foi adotado pela A0 A C coms um dos métodow oficlals de

anilise de histamina em tecidos de peixe.
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Taylor et alii (19782, descreveram um método analitico
para determinagio e histamina em alimentos que recuer
homogelnizacZo da amostra em metanol, agquecimento, filtragdo ou
centrifugacio, varias extragfies com solventes =, por fim, a
deteccSe fluorimétrica do complexe histamina - oPT. O método
elimina possiveis interferéncias por outras aminas, através de uma
extracio seletiva com n—butanol e hidroxido de addio. O métode pode
ser utilizado para detectar histamina em alimentos que conlém pouco
mais que O,08mg histaminas100g de amosira, com racuperacio em torno

de 108,

Un =mistema de fluxoe automatizade, para extragdo e
an&lise fluoriméirica da histamina em produtos de pelxe, foi
desenvelvide por Luten C19813. A amostra contendo histamina #
ligada diretamente ao OPT, sem precipitagic prévia das proteinas =
sem o isalamento da histamina. A histamina adicionada sm diferentes
concentracBes nas amostras de peixe homogeneizadas fol reauperaéa
gquantitativamente, com boa reprodutibilidade. O pré~tratamento das
amostraz & a etapa mais lenta e leva cerca de 18 minutos, O método
pode ser muite Gtil para analisar um grande ndmero de amostras de

atum enlatado.

Udenfriend et oalii {1972, desenvolveram um mélodo
fluorimétrice baseado no uso da fluorescamina., reagentz usadoe na
detecclc de aminas primsrias, num limite de pi comoles., A reag3o

ceorre quase que instantaneamente a temperatura ambiente, em melio

S



agquoss e pH 8, dando produtos altamente flucrescentes com e tago
a 3S0nm e emiss¥o a 478nm. A fluorescéncia do produto resullante &
proporeional & concentracfco da amina e © composto fluorccroms e
estéAvel por varias horas. Uma das vantagens do uso da fluorescamina
& que, comparativamenie. pouca flucorescéncia & opbtida com amdnea.
Ease reagente pode ser usado para _det.ectar aminas ndIc somente =2m

solucfes aquosas, mas também em solventes organicos e em mdl Ldos.,

2.8.82 ~ METODOS COLORIMETRICOS

Os primeiros métodos colorimétricos desenvolvidos para
determinagfo quantitativa de histamina, ou envolvem uma r:eaz;ﬁio de
acoplamente da histamina com sais de diazénio, formands substancias
chamadas compostos azdicos de (dHrmula geral Ar -pEEEmN-Ar,  ou uma
reacio da histamina com &,4-dinitroflucrbenzeno CONFBY (Code &
MeIntire, 18883, |

On méritos relativeos de ambos o3 mdélodos podem ser
assim resumides @ a estabilidade da cor dos produtos derivados da
histamina com o DNFR & de grande conveniéncia. A determinagio pode
ser interrompido por um periodo de horas ou dias sem compr oneter
os rez=ultados, Por oubro lado, © método com sal de diazdénic produz

derivados coloridos instévels, gue sofrem decompogiglo em  torno
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de '?‘% nas primeiras horas, A estabililidade e a sensibilidade dos
pr::.'&:ii;t,cﬁ derivados tornam o métodeo com DNFB mals convenlente e
satisfatdrio que o com sais de diazdédnio, particularmente gquando
est.Zo sendo analisadas varias amostras simultaneamente. Resul tados
publicados indicam gque, em termos de precis¥o, o méledo com sal de
diazdnio requer pelo menos cinco veres mais a guantidade minima de
histamina gque pode ser medida pelo método com DNFB. A natureza
gquimica e a estabilidade dos derivados do DNFB, permi Lem
manipulagBc adicional na qual, em casos especials, pode ser
desejavel uma maior especificidade; um exemplo & a utilizaglo da
técnica de cromatografia em papel para identificag¥o qualitativa e
gquantitativa de algumas amostras.

A margem de errc apresentada pslo método com DNFB esti
entre 5% a 7%, incluindo as etapas de purificagfo e ensaio. A
guantidade minima de histamina detectada & de 0,Bug<sml a 10ug-mi. A
recuperacfo da histamina nos extratos de n-butancl estd em Ltorno de

Q4% a 85%, (Code & Melntire, 19500,

Sager & Horwitz 19577, desenvolwveram um  mndlodo
colorimdétrico para dosagem de histamina em carne de atum, gque ¢
nasicamente uma modificacfc e adaptacio do método desenvolvide pela
Food And Drug Administration (F. DAY, para determinagice de
higstamina em estreptomicina.

O métode fol dividido em cinco stapas :ad extragdo da
nistamina do tecido do peiwxe, utilizando metans]l como solvante;
B3 purificagfo da histamina, que reage com benzaldeldo em aelo

alcalina, formandcs umas base de Schiff, gue ¢ extralda com uma
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mistura de benzenosn-butancl e purificada em coluna de troca
iénica: ©) o eluide, histamina purificada, ¢ ligada ao reagente
diazotizado P-nitreanilina em pH controlade (8,60, para dar um
compl exwo wolorido; d> o) compl exo rezultante hiatamina
p-nitreoanilina € purificado e estabilizado pela extragio commmetilm
~isobutil-cetona e la&édo com salugo tampio de barbi t,ol.; em pH
LT el a leltura de absorbincia do complexe ¢ felta em

espectrofotdmetro a 47%nm.

Ota C1988), citado por Arnold et «lii (19783, sugeriu
uma modificag¥o para © método coloriméirico citado anteriornente,
e consiste na extragio do complexo colorido
histamina—diazocomposto, utilizando solventes organicos. Com esse
procedimento, todas as substincias interferentes foram removidas,
inclusive A histidinas. Ezsa medificagBo ol questionada
posteriormente por Tsuda et alili, também citado por Arncld et alid
C1978Y. Esses autores sugeriram o uso da cromatografia de troca
idnica COMS uma alternativa para separarnr Q5 compostios
interferentes, baseada na exiragfo do complexe colorido de

histamina com um diazo composto.

Kabata ot «@lii €1980D, segunds Arncld et alil 18780,
relataram um método rapideo e simples para determinag¥o de histamina
em amostras de peixe, baseado na reaglo de acoplanento da histamina
com sal de diazdnic. Wilizaram resina de troca cabtidnica para
separar a histamina de outras substincias i nterferentes, inclulindo

a histidina. Aliguotas do eluideo Chistaminad se ligava ao reagenie
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de  Pauly, formando um  complexas calorido  ague ol lide no
espectrofoldmetro a Si0nm. A recupera¢ifo do padr3o adicionado aos
extratos fol de $989% a 101% A coluna utilizada na separagfo dos
interferentes apresentou alta capacidade de resclug3c para

histamina.

A& histidina ccorre na natureza na forma livre ou
combinada. Portanteo, para estudd-la em suas varias formas €
necessarioco um método zmensivel e especifice. Newman & Turnbull
£19680), propuseram um métode gquantitative para analise de histamina
¢ histidina, baseado na reagic com iodo (Klad e posterior
complexacfo com piridina em pH de 11 a 12, na qual uma cor viaocleta
¢ formada. O método pode ser usado para detectar histamina em
solucles contendo de 1 g a 80 pg ~ ml. A reprodutibilidade e a
recuperacio, sob as condigBes propostas pelos autores, foram
satisfatdrias. O mecanizmo dessa reagfo ainda  nEos estd bem

azcel areci do.

¥illiams <C18803, realizou estudos detalhados sobre o
métoden colorimétrico desenvolvido por Sager & Horwitz 018572,
introdurindoe mudangas no procedimento de desenveol vimento da cor do
comnpl exo, proporcicnands malor establilidade e leituras mais
precisas. Numa série de experimentos, nos gquais foram asntudados, a
quantidade de reagente, a ordem de sua adig¥o, o sfeitc do pH e do
tempo, © autor concluiu gue o pH inicial de 8.3 a 8,5 dia mais
uniformidade no desenveolvimento da cor e gque esta laixa de pH

poderia ser prontamente sstabelecida pela adigd3io de 1 ml de solugdo
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tampZe pH 10,8 ., seguida pela adig¥o de 0,8ml deo reagente sal de
digzdnico. A intensidade da cor final foi aumentada e estabilizada

pela adig¥o de Alcowl.

Un método colorimétrico mais simples para determinagio
de histamina em carne de cavala detericrada e estocada a
temperatura ambiente, fol desenvolvide por Hardy e Smith 48783, A
técnica de cromatografia em papel fol utilizada para confirmar a
presenga de histamina nas solugBes de Acido triclorcacético [TCAD a
2,.5%. A determinaglic quantitativa de histamina presente  nos
extratos de TCA foi conduzida através da reagio com zsal de diazdnio
{p-bromoanilinad. Como outlras substancias existentes no exitrato
reagemn com o sal de diazénio, se fez necessaric o uso de uma coluna
de troca idnica para remocXoe dos interferentes. As aminas de cadeia
ionga, cadaverina e putrescina, n®¥o interferem na reagfo. 0O
desenvol vimento desse método € relativamente simples. sendo gque o
grau de dificuldade apresentadoc & quase equivalente ac procedinenta

fluorimdéirico da A. Q. A.C.

2.8.3 - METODDS CROMATOGRAFICOS.

A histamina também tem side quantificada por btécnicas
cromatograficas, usual mente cromatogralia em papesl LCPa,
cromatografia em camada delgada COCD, cromatografia liquida de

alta eficiéncia CCLAED e cromatografia ligquida gasosa (CLGS.
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Foo, CLa78:, através da cromatograffia  em  papel.,
identificou e isolou a *‘saurina’’{sal da histaminal em amostras
de peixe envolvidos em casos de intoxicag3o por alimentos,
anpregando  Lrés sistemnas de solvenles: al n-but.ancl ~a&cido
acético—agua (4:2:17; b)Y t-butanol-acido acético-agua (3:1:123 e
c3 etanol —soluclo de amdnia—-agua (8BC:5:1803. 0Oz extratos gque
econtinham as amostras de peixe deteriorade apresentaram duas
manchas, quande cromatografados com os solventes a e b, = apenas

uma quando cromatografados com © solvente oo

Schwartzman (18732, descreveu um método de cromatografia
em camada delgada para separagfc e quantificagZo de histamina,
metilhistamina, acetlilhistamina, adcido-—metilimidazolacéiico, =
scido~imidazolacético, usando um sistema de separagic constitufdo
de n-buatanol ~acideo acético glacial-~Agua (80:22:233. Na visuallizag3o
das manchas das aminas separadas, foram produzidos compostos
flucrescentes com as cincoe aminas detectadas guantitativamente por
abasorgio ou flucrescéncia. Essas aminas, depois de expostazs aos
Vaporas de iodo, foram aguecidas, produzinda compostos

4 »

flucrescentes malis estavels e guantificades *"a nivels de ug

Para detectar histamina em produtes de peiwxe, um méiodo
rapido & conveniente fol desenvolvido por Schutz et alil CLEVE). As
amostras dos sucos prensados ou de peixe fresce foram aplicadas
diretamente nas placas de silica gel 4 dezsenvolvidas em
acetona-hidréxide de aménio £95:8) e as manchas visualizadas ﬂmm_:

ninidrina ou com o reagente de Pauly. Este Gltimo fol escolhido por
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apresentar desenvol vimento de‘ccr mais rapidamante e estivel. Niveis
maéximozs de 2,8mg histamina-100g sZo prontamente detectados. O
complexo de histidina formado, devide sua pouca mobilidade frente
as wluente ¢ claramente separado da histamina.

Bazseados no fato, de que a reagdo da fluorescamina em
placas de silica gel com compostos que apresentam grupoes aminos
primarios . & lenta, MNakamura g Pisano (1878623, dessenvolveram uma
téonica com alta eficiéncia sem utilizar a etapa de extragfo,
para eliminar interferentes (aminocacidos, pepitidios, etcd. Algumas
aminas, como & naftilamina, n¥o podem ser detectadas seguindo
esse procedimento porque s3o  extralidas pela fluorescamina.
Feptideos, proteinas e muitas aminas de interesse bioldgico
Chistamina) foram detectadas a niveis de 10 picomoles, © gual se

aproxima da sensibilidade previamente reportada por oulros

autores,

Lin et alii L = i I desenvol veramn um metodo
cromatografice CCCD) para avallar o teor de histamina em atum. AS
amostras de peixe f{oram tratadas com metancol, © extrate foi
filtrado, agquecideo por 18 ain a &3°C em banho-maria e aplicado nas
placas. As placas foram desenvolvidas em metancl ~hidréxido de
amfnioc (20:1) e as manchas reveladas com solugfo de ninidrina. A
quantificagfe da histamina foi realizada através de um densiLdometro,
A sensibilidade do mébodo foi de O.iug-mi. Visto gue a histamina foi
bem separada dos outros constituintes, o metodo nSo  requer

purificagfo preliminar dos extratos em coluna.
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Uma nova reagfo Fluorogénica especifica para histamina,
histidina, histidil peptidecs e compostos derivados do imidazol,
com a fluorescamina, reagente fflucrogénico potente para aminas
primérias (Udenfriend et alii, 189723, foi reportada por Nakamura
C1E77). A técnica utilizada foi a cromatografia de camada delgada
sendo o método sensivel na faixa de 4 a G0picomoles. Apff;a & reagiio
com a flucrescamina e a conversio em diferentes produtos
flucrescentes, pelo aquecimento em meic 4cide e posterior separagio
em de silica gel. houve notavel melhora na sensibilidade do método.
Além disso, o métode ¢ especifico para 2~-(4d-imidazsld e etilaminas,

sendo que compostos aromdticos n3oe interferem na reagfo.

Uma técnica de cromatografia em papel, simples & rapida
para determinagBo simultinea de histamina e histidina foi descrita
por Foo, C18770. O método baseia-se na reag¥o da histamina ou
histidina com o reagents cidmio-ninidrina, formandoe um complexo de
oo rosa. O slistema cle sol vente .I utilizade fol o
2-metil-Z-propancl - metil etil cetona -~ scolugBc de amdnia — agua
CBO+ZO+10+10Y. O método & sensivel na faixa de 0,5 a 30ug-ml, =

apresentou uma recuperacfo de 100X de histamina e a0 de histidina.

Lieber & Taylor (1878ad, testaram a habilidade de doze
sistemas de solventes para separar histamina e histidina em uma
variedade de métndos por CCD e concluiram que os melhores foram:

clorofdrni o-metanol ~amdni a C2:2:13, mat.ancl ~andnd a Ca0:45;

acelona—amndnia (O5: 83, & desenval vi mento duplo com
n-butanol —~acetona—agua {&:&:140 = clorofdrmi o-metanol ~amdnia

44



C12:7:12, todos em camada de silica gel. A revelagZo das manchas
foram feitas com ninidrina. Esses quatro sistemas foram avaliados =2
usados comno pr;r:c&dimenta rapide na detecgdo dos niveis de histamina
em atum deteriorade, Os resultadoes indicaram que, no caso dos
quatreo sistemas, a histamina ¢ bem separada das oulras subgtancias
interferentes, O sistemas eloroférmio-metancl ~amdni a,
metancl ~amfnia o acetona-amdnia. foram o5 mals promissores para a

separacfo da histamina dos extrates de atum em placas de =milica

gel.

Um outro estudo comparative importante realizado por
Lisbert & Taylor 1878k2, fol sobre a sensibilidade e a
gapecificidade dos reagentes: ninidrina, o~ftalaldeido,

fluorescamina e o-diacetilbenzene, utilizados na visuali zacio das
manchas de histamina em ¢CD. Das 18 aminas testadas, aliénm da
histamina, 17 reagiram com ninidrina, B8 com fluor escamnina
e 15 o o-di acetilbenzens., < reagente a~fitalaldelido ol
conziderade insatisfatérieo, devide 4 instabilidade das manchas
fluorescentes formadas. A fluorescamina & o o—diacetilbenzeno

ofereceran maior especificidade na resolugfio da mancha de histamina.

Staruszkiewier & Bond (10812, estudaram um procedimento
AT & gatermi nagiXs guantitativa chen histamina, cadaverina =3
putrescina em tecidozs de paixe por CEL. Estas substéncias foram

analisadas na forma de pentafldor propionil derivado CPFPY.  As

aminas foram extraldas do tecido do pelxe com metanol. A mistura ele

reacfco fol separadsa em coluna de alumina, para remover exXCesSsSos de

4%



reagentes, 2 o3 derivados eluldos com solugdo de acetato de etila
em toluens. O método nfo se mostrou eficiente na gquantificaglo de

histamina, podendo ser wusado apsnas gqualitativamente.

Henion (19810, relatou. um método analitice para
determinagcio de histamina em  atum, baseade na trimetilagio
daguela, utilizando uma coluna capilar de alta resclugd3oc para
separar o composto derivado. O uso da cromatografia a gas acoplada
ao espectrofotdmetro de massa, apresentou vantagem guants ao wuso
da coluna, o gque reduziu o tempo de andlise para 19 minutos, com
melhor separagfo dos componentes em relagfc As colunas enpacotadas.
O autor concluiu gue esta técnica minimiza os efaitos dos

interferentes presentes em matrizes 3o complexas.

Friedman & Noma (19813, investigsram a possibllidade do
use do analisador de aminodcidos, para medir histamina juntamente
com os aminodcidos em infus@es de atum. Este método oferece cerlas
vantagens, pols as etapas de puriflcagio e extrac®o da histamina
%o despnecessarisas .visto que a histamina pode ser medida na
presenca dos aminodcidos. Isso & particularmente importante na
anslize de alimentos deteriorados, devido 3 descarboxilagio tanto
da histidina como de outros amincdcidos. Uma outra wvantagem &
quanto a automagBo das andlises, permitindec, apts a hidrdlise, ©

ensalo seqgiencial de, pelo menos, 80 amostras.

Wada of glii Ci982),. descreveram um mélodo guantitativoe

para determinag¢¥o de histamina em produtos marinhos,. baseado na
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técnica de CGL.. A histamina Tol extraida com &cldo triclorcacético
e isolada em coluna cromatografica de troca idnica. A histamina
foi convertida no derivado Na*heptafluorabutiril. através do
anidrido heptaflucrobutirico em acetato de etila, O método permitiu
avaliar até 0,8mg 100g. A recuperagfo da histamina adicionada aos

axt.ratos de atum Foi de 104% a 113%.

Através de um método rapido e reprodutivel, Volk &
Gemmer (19823 realizaram testes sobre o Leor de histamina no
tecido de atum, cavala @ boniioc por meio da cromatogralia de pares
idnicos. Neste méfodo, a substéncia a ser analisada deve estar na
 forma iédnica, em uma faixa de pH determinada (tampio Fosfato pH
2,23 e acoplada reversivelmente com o reagente dodecilsulfonato de
sddic. Pela adicEo de concentragdes crescentes de acetonitrila a
coluna, foi possivel diminuir o tempo de retenglo da histamina, e
assim, separar a amostra da matriz pretéica. Para determinagXo
da histamina fol utilizado um detector ultravicleta, a 208nm. ©
limite de detecglo foi de 2mg-i100g e o tempo de andlise de 3G
minulos. A reprodutibilidade do método foi boa e &

recuperaglc de B7X a 81X

Walters C1084), desenvolvey um sistema de cromalografia
liquida (CL>, usando uma coluna de troca catidnica para dosagen de
histamina. © métode reguer esxtragEo simples da amosira antes
da introdugio no sisgtlems CL. Devida a sUR rapidez,
especificidade e sensibilidade, essa lécnica Tol praposta comd umna

possivel alternativa para o método oficial da A0 A C. O limite de
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deteceXo do método ¢ de 1,8 ngsi00g. A média de histamina
recuperada fol em torne de 898,4%, com desvio-padrZo relative de

2.1 8.

Gorrygou 19873, determninou nivels der histamina
utilizanda CLAE em extratos de acido triclorocacdtico. apds reagldo
com o-ftalaldeido. A flucrescéncia dos produtos derivados fol
monitorada em 3850nm para excitagcZo e 480nm para enmi sssﬁé, apds
sluic¥o com Agua contende acetonitrila a 40%. A vanlagem do método
estd na rapidez de execugfic das anilises, devido a eliminaglo da
etapa de extragio ‘$e1etiva. Az substincias interferentes foram
fasilmente separadas do derivado da histamina. A recuperagio ol

der 84,8 % .

Os resultados das determinac®es de aminas blogénicas

efetuadas em amostras de jurel (Trachurus symmetricus murphyll e

sardinha, soh  diferentes condig@es de armazenamento, foram
apresentados por Bostock et alii (1889). As aminas fqram detectadas
atravées do método de CLAE, acoplade a um detector ultraviolela a
S84nm. Os produtos derivades foram preparados com clorete de
dgansila Cl-clorosulfonilo—-S-dimetilamine naftalenod, e separados

atraves de uma coluna C8,

Un método combinande as técnicas cromatograficas por CCD
o CLAE feol desenvolwido pars snalisar histamina om tecidos de atum
CCosta & GConzdlez, 10890, O cromatdgrafo fol acoplado a um delector

de fluorescéncia com excitac¥o a 308nm = emissZo a 447nm. O sistena
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de solvente usado para © desenvolvimente das placas fol
metanol ~hidréxido de amdnio (4:13 e o reagente revelador das
mamchas de histamina, ol a nitroanilina dissolvida em HCL O,1N.

& técnica por CCD assegurou & el iminagXo dos
interferéntes presentes no  extrato, enguanto a CLAE permitiu a
guantificacio da histaminag em menores concentraglies & com maior

exatidiEo,
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3 - PARTE EXPERIMENTAL.

B.4. —~ MATERIAIS.

3.1.1. ~ AMOSTRAS DE PEIXES ENLATADOS.

As amostras utilizadas nesta pesquisa constaram de
amostras comerciais de peixes, enlatados originArios .da Brasil,
Chile e Perd, e adquiridas no comédrelo local no decorrer do
trabalho. As amostras, todas em dleo comestivel, foram agrupadas em
funclo da espécle Catum, bonito ¢ sardinha), da forma de preparc
rsalide ou ‘fgrated’’) e da procedéncia Cnacional e inmportadod,

COmD Segue:

Grupo A: 15 latas de atum sdlido, nacionals
Srupe B: B latas de atum s&lido, importadas
Grupe C: B latas de atum “t‘grated’’, nacionals
Grupo I S latas de bonlto s6lido, nacionals
Grups E: B latas de bonito *‘grated’®; nacionals
Grupe F: B latas de bonito tigrated®’, importadas
Grupo & B8 latas de sardinha, sdlida, nacionais

Grups H: B latas de sardinha, sdlida, temperada,

naclonals.
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R, 1.8, -~ REAGENTES E SQLUCTES

-~ Alcool butilico (n-butanoll -~ p.a. Merck
- Kleonl etilico — p.a. Ecibra
- Carbonato de sddio - p.a. Ecibra
- Clorefdérmio — poa, Merck

- Solugio de scido cloridrico 0,254, 0,8N ¢ 2.8%

- SolucX¥e de aclido 2,4,68-trinitrobenzenosul fonico
CTNBS>, 0,1% Sigma

~ SwiugEo de cloreto de sddio 20%

~ SolugBo de hidréxido de potassio B0%

- Soluclio saturada de bicarbonata de sddio

- SolucHo saturada de carbonato de sddio

~ Soluglo saturada de n—butanol

- Solucfo padrZo (estogued de dicloridrato dé
histamina CHM. ZHCLD, O,28% em HC1L 0.5N Sigma

- Tolueno ~ p.a. Merck

- Solucfes de aminas, aminoacidos, diaminas e oubtras

substsncias nitrogenadas, O.1%

~  AMINOACI DOS:
Acido aspartico : Merck
sdeido glutémlco Merok
alanina ' Merck
arginina. HCL Merck
cisteina. HCL . H2O Maerck
fenilalanina Merck
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glicina
histidina, HC1. H20
lisina. HCL
prolina

taurina

triptofanoc

AMINAS VOLATEIE:

cloreto de amdnia
trimetilamina. HCL

BASES DE AMONIO QUATERNARIG:

glicina — bstaina
&xide de trimetilamina. 2HC

 BASES DE NUCLECTIDIOS:

adeni na
guanina

inosina

D AMI NAS:

cadaverina
espermidina
espermina

putrescina

DERIVADCS DA GUANIDINA:

craeatina
ereatinina
guanidina. HC

DIPEFTIDIOCS:

carnosina (N-fA~L-histidinad

DUTROS:

imidazol

uréis

S22

Merck
Merck
Merck
Merck
Mer ok
Merck

Merck

Merck

Aldrich
Sigma

Slgma
Sigma
Sigma

Sligma
Sigma
Sigma
Slgma

Merci
Merak
Mer ok

Bigma

Merok

Herok



32.4.8., ~ APARELNOS E EQUIPAMENTOS.

~ Agitador de tubos, Tecnal - TE, 18z
- Balanga analitica, Mettler - AE, 120
- Balanga semi-analitica, Mettler - PLO0O
- Banho-maria com controle de temperatura, Fanen,
120, poténcia 1,0 KW
- Centrifuga, Fanen, 218
~ Mgestor e destilador de nitrogénic (semi-microd
- Ezpectrofotdmetro, Micronal — B 285 I1
~ Empectrofotdmetro infravermelho Perkin - Elmer, 1430
-~ Espectrofotémetro UV e VIS., DMS 100 -~ Intralab
- Estufa secadora sesterilizadora, Fanen. modelo 3185-8E
-~ Micropipetas volumélricas - Bl e 100p

- Microseringa graduadsa ~ 251
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3. 2 -~ DESENVOLVIMENTO DO METODO

Considerando-se gque a histamina existe apenas em
concentragies a nivel de trages, em relagio as demals aminag
teadaverina, putrescina, etcd e outras substincias nitrogenadas
¢ aménea, dipeptidieos, etcd, presentes na fragio soldvel doe misculo
dos peixes marinhos, houve a necessidade de um estudo minuclioso, Do
sentides de remové-las dos o extratos e obter uma  extragdo
guantitativa da histamina. Assim, foram realizadas extragBes Com
Agua, éacido tricl oroacético 10%, n-butancl em partigic com melo
agquose do pelixe, metanol e. mistura de cloreto de sédio e Acido
cloridrico para a escolha da mel hor solugdo extratora.

Na fase da avaliag3o quantitativa foram realizadoes
gatudos prelininares revendo o©s mnétodos colorimétricos, buscando
uma melhor adequagic destes as NOSSAas necessidades g condigBes de
trabalho. Optou-se pelo desenvol vimento de um método colorimétrico
devidn a sua simplicidade, sensibilidade, precisic e sconomi a.

Foram testados varios compostos gue, em reagico com a
histamina, poderiam formar compl exos cclézridoa, come a ninpldrina
complexada com cédmio, nipidrina complexada com cobre, iodo
complexado com piridina, e © reagente de Pauly. Ouwiro tesnte foi
eonduzides com o Acido 2,4,6~trini trobenzencaul fonica CTNBSZ,
reagente usado atualmente para gquantificar lisina disponivel em

proteinas. (Kakade & Liener, 1963,
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aApds esses lestes iniciaig, concluiu-ge que O TNBS
apresentava potencial para e desenvol vimento do método
colorimétrico, por reagir intensamente com grupos amninos primarios.
Assim. o Lrabalho passou a ser desenvolvide com a reagfo do TNBS,
de forma a estudar, por etapas, & Sua aplicagfio, visando a
consolidagfo do métado analitico descrito na Figura 11, e cuja
base e aplica¢¥o foram avalladas através de ensalos especificos em

matriz de peilxe.
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FIGURA 11 — FLUNOGRAMA DE EXTRACKO E PURIFICAGAD DA HISTAMINA

EXTRACRD DA HISTAMINA DO TECIDO

Pasou-se 10g de amostra homogenelizada e adicioncu-se
30ml de soluckc extratora (Nall 20% ~ HCL 2.5%), Agitou-ser por i
minuto e levou-se ao banho-maria por 10 minutos a 70°C. Filtrou-se
em pape! de Tiitro comum.

i

PRE-PURIFICAGCKD DO EXTRATO

Do fFiltrade  pipeteu-ge uma  aliguota de  20mi.
adicionou-se 10ml de n-butanol saturadeo, 3ml de KOH BOX e 5g de
RezCOz: agitou-se por % minutos e centrifugou-se CEMOOrpm, por 10
minutos). Pipelau-se 8ml do sobrenadante, adtoionou-se Imi de HC
.84 & Sml de clorofdrmio, agltou~se por & minutoes & el Mo ~wS B0

repouse (2 minutos) para saparagio das Tases.

i

REAGED QUIMICA € FORMACED DX COMPLEXQ THBS-HM 3

Pipetol-se Bml a lase supericr, adicionou-se 3ml de
NaHCOn, CpH 8,3 e 1ml de THES Q.01% Levou-se ac banho-maria por B

minutos & 76°%¢ para o desenvolvimento ds cor.

i

EXTRAGZD DO COMPLEXC COLORL DG

Avt el onou-se, s proprios  tabos de reag¥o, Eml de
solucka saturada da NazCha, G mi da misiura tolusnosn~-buLanol  4:1
CVN:!; agitou-se por I minutos, e del Rou-se &M FOepoURo  pard
separagfo das fases. Pipetou-se dml da fase wmuperior forginical,
adicionou-se 3mi de HCL Q,&35N, Bmi de clorofdrmio e agitou-se por 2

minatos.
H
AVALT AGRD ESPECTROFUTOMETRICA
FPipetou-sa emn tLubos peguencs, Zmi da fase superior
tacida) e adicloncu-se (,9ml de Alcool etilico, O,%mi  de

H,H-dimetiiformanida e O,1ml de KOH 80%, agitando-se = cada adigio.
Apsn 5 minutos, efetyou-se a leitura a 420nm.

8B



R 2.1~ HOMOGENEIZACXO DAS AMOSTRAS DE PEIXES

Az latas de atum, bonite e sardinha foram abertas e ©
contetdo total (peiwxe e liquido de enchimentol, fol moldo 2m
homogened zador de laboratdrio atée que o material adgquirisse
consisténcia pastosa.

As amostras homogeneizadas foram colocadas em frascos de

vidro e guardadas em geladeira para analise.

8.2.2 ~ EXTRAGCXKO DA HISTAHINA DO TECIDO DO PEIXE.

Pesou-se,., e=m duplicata, 10g de amcstra de peixe
homogenei zado, em tubos de polipropilenc de G0ml. Miuty-se Ccom
30ml de solugio extratora contendo cloreto de sodio a 20% em Aacido
cloridrico 2,8% . Agitou—-se manual e energicamente até complela
desintegragio dos tecidos e levou-se ago banho-maria a 70°C por B
miputos, aglitando-se oeasional mente.

Apds  esse lempo, O tubos foram resfriados em agua
corrents & o contetdo filtrado em papel de filtro conmum, dando um

volume em Ltorns de 25mi.

Paralelaments, foram conduzidos dois ensaios com melanol
e Acide triclorcicetico 10%, para compararmos a eficid¢ncia das

solucBes na extracio da histamina do tecido do pelxe.
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Pesou-se, em duplicatas, 10g de amestra de peixe Catum
homogeneizado, em gquatro tubos de polipropilenode &0ml. Dijluiu-se
duas amostras com metanol e duas com acido tricleacetico 10%. As

etapas posteriores estZo detalhadas na Filgura 11.

3.2.3. ~ PURIFICAGXO DO EXTRATOC

Em tubos de ensaio de 40ml, foram transferidos 20ml do
extrate filtrade contends histamina, acrescentando—se 10ml de
n-butanol saturado com agua, 3ml de hidréxido de potassio 80% e Dg
de carbonato de sédio anidro. Misturou-se bem para liberar o gis
formado, tampou-se, aglitou—se manual e vigorosamente por B minutos
e centrifugou-se por 10 minutos a BOOOr pm.

Houve a separag¥o de duas fases distintas: uma fase
supericr, organica <que continha histamina) e outra inferior,
BCPUOER .

Da fase orginica pipetou-se uma aliquota de 8ml em Lubo
de vidre de 30ml, adicionou-se 3ml de Acido sloridrico O,BN, Dml de

elarofdrmlo, agi tou—me por =2 minutos e deixou—-se am FepousRoe para

separacio das fases.
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9.2, 4. — REACRD DA HISTAMINA (PRESENTE NOS EXTRATOS?

COM 0 TNBS

Em tubos de ensaio de 30ml, com tampa de rosca,
adicionou-se 2ml da fase superior Cicidad, 4ml de solugZo sat.urada
de bicarbonato de s&dio e iml do reagente TNES. Os Lubos Foram
agitados e col ocades em banho-maria, por % minutos a 70°¢, para
desepnvolvimentoe da .aar de  complexes TNBS-HM e posteriormente

resfriados.

3. 2. 8. — EXTRAGCRO DO DERIVADD SULFONADO INBS—HM

Moz tubos contendo o complexc TNBS-HM, adicionou-—se 2ml
de sclugfo saturada de carbonata de sédic (pH 113 e BSml da
mistura tolueno-n~butanal 4:1 Cveovd. ﬁgitoU*se por 3 minutos e
deixou-se sseparar as {ases. Ocasionalmente, a separagfo fol
acelerada mediante centrifugag¢3o a 3000rpm. Apds a centrifugagio,
pipetou~se 4ml da Tase superior Ctolueno-n-butancl? & agllou—se por
2 minutos com. 3ml de solugio de scide cloridrico O,28N e Sml de

cloroférmio. O derivade TNBS-HM estava presente na fase superior

Cacidal.

Em tubcs de &Bml, pipetou-se 2ml da fass supsrior
Cacidad 0,5ml de &lcool etilico, 0,5ml de N,N—ﬁiﬁetilfmrmamida e
0,1ml de hidrdéxido de potission $0%, agitando-se a cada adiglo. Fol

dei xado em repouse por B minutos.
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3.2.85. ~ AVALIACKD ESPECTROFOTOMETRICA DO COMPLEXC TNBS-HH

A$. leituras de absorbancia foram re=alizadas en
espectrofotémetro Micronal B 285 11 a 420rom,

Os calculos para histamina foram feitos subtraindo-se a
absorbancia do brance e caleculande-se o teor de. histamina no

material, como segue:

pg HM » F x 100g-10g x Fo

mg de histamina ~100g de peixe =
1000
ug HM = abs da amostra X pg de histamina no padr3o / abs do padr3o
F = fator de dilulg¢fo (F=05,272
Fe = fator de convers3c da histamina 05,8043, uma vezr

que foi utilizada histamina na forma de dicloridrato de histamina

CHM. BHCLD .

Para os caélculos de concentragf@o da histamina n&o
foi utilizada a eqguaglco da reta CY=0,008x + 00,0003, obtida da

curva padrio, uma vez que a lei de Beer foi cbedecida.
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8.3 ~ ESTUDC DA REACKO ENTEE O ACIDO 2,4,6-TRINITROBENZENO

SULFONICO E RISTAMINA.

3. 3.1, — PREPARO DAS SOLUCDES PADRODES DE MISTAMINA

o - SolugSo estogue de histamina 0,8%.

Pescu~se O,2g de dicloridrato de histamina e diluiu-se a

1 00ml com solugBo de Acide cloridrico O, BN,

b - PadrSes de histamina com Sug, 10ug, 20ug, 304y,

40ug » BOug-ml de diclaoridrate de histamina.

Pipetou-se aliquotas de 0,288mi;: 0.BOml; 1,0ml; 1,8mi;
2,.0m e =,8%ml «da solugBo estogqus de histamina em um balZo de 100mi

& completou-se © volume com soluglo de Acido clorldrico O, 25M.

3.8.8 ~ REAGRD ENI'RE TNBS E HISTAMINA

Dos padrBes de histamina (Sug LA0ug, 20pg,. 30pg. 40ug
e BOug- ml>, foram pipetadas aliguotas de 1ml em duplicata, em

tubos de ensailo de 30ml, com tampas de rosca; adicionou-se 4ml de
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solucEo saturada de bicarbonato de sédio pH 8.3 ¢ 1ml do reagente
TNBS £.1%; aglitou-se e levou—se ao banho-maria por 5 minutos a ?QOC
para © desenvolvimento complete da reaglo e obtengdo do composio
eoloride Coor amaralo brilhante). Procedeu-se, subsequentenente, 2
extracio do derivado TNBS-HM, empregando-se 2Zml de uma sol ucHEo
saturada de carbonato de sdédio C(pH 113 e %Sml da mistura de
Lol yeno-n—butanol 4:1 vyl agitou-se por 3 minutos. Delsxou-se enm
repouso para separagdo das Tases.

Da fase superior, organica, pipetou-se uma aliguota de
Aml. adicionou-se 3ml de 4cido cloridrico 0,25N, Sml de clorofdrmio
e agitou—se por & wminutos. Apds repouse e separac¥o das fases,
pipetou-se uma aliquota de 2ml da fase superior, acrescentou-se
0,8ml de Alcool etilice, 0,0ml de H,N-dimetilformamida e O,1ml de
hidréxido de potéassio B0OX .

Esperou~se 9 minutos e procedeu-se & leitura da

absorbéncia a 420nm.
O branco foi preparado similarmente, axcluindo-se apenas
o padrZo de histamina, que roi substituide por Acido cloridrico

0, 28N,

Os valores de absorbancia versus concentragfic de

histamina Cug-ml> foram langados em grafico, para a elaboragio da

curva padr3o.
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3.8. 2.1 — OBTENCRO DA CURVA PADRXD DO COMPLEXO TNBS—~HM

Foram obtidaz duas curvas padr¥o através de dois
procedimentos distintos, a fim de verificar possivels perdas de
histaming nas diversas stapas da metodologla. Asmim, fol ohtida uma
curva padr¥foe a  partir  da reacfo com TNBS e oulra curva
submetendo~se as solugBes padrBes as etapas anteriores de exiragio

e purificagHo (partigiEo com n~-butanoll.

3 5.2 2 - ESTUDD DO pH STIMO E DO TEMPO DE REAQRD

A partir das solugles padrBes de histamina com
concentragBes de Dug., 10ug. 20y e A0ugeml, fol realizado o astuds
do pH ideal para reagio deo THES com a histamina, na faixa de pH de
#,.0 a 11,0, a intervalos de 0,3 unidades. O procedi mento megiil do
para a condugio desse experimente fol idéntico ao do ftem 3.3.2,
excetn guants ac uso do LampHo carbonato ~ bicarbonato de sddio
CpH 11,83, Os pH desajados foram ajustados pela adigdo de gotas de
soluclc de &cldo cloridrice. O estudo foi conduzido sob  duas
concdl oBes  de t\empo e temperatura: al temperatura ambiente, nos
tempos de & a 10 minutos Cintervale de 2 minutosd, &2. 30 e &0

mimutos: bBY  temperatura de 70°C, no tempo de S minutos.
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Apds a escolha do pH ideal, baseadc na absorgdco méxima
e linearidade das leituras, realizou-se um estudo paraz avalliar o
tempo Jde reaglo a i1, 2, 3, 4, 8 e 10 minutos. FPara efeito de
comparacio, as lelturas de absorbAncia foram realizadas tanto na

fagse orginica toluenosNazC0sd , quanto na fase Adelda (LelusnosHCOLD.
2. 3. 2.3 ~ ESPECTRD NO ULTRAVIOLETA DO COMPLEXO TNBS-HM
O espectros no uliravioleta, foram realizados em fase

liquida CHCL), atraves de um espectrofotdmetro UV e VIS, DMS.
3.38.2. 4 — ESPECTRO NO INFRAVERMELHO DO COMPLEX(O TNBS-HM
{2z especlros no infravermelho, para comprovagio do

composto TNBS-HM, foram realizados em fase sélida (KBrJ, atraves de

um espectrofotdmetro infravermelhc Perkin Elmer.

3.3.3. — REACKO ENTRE TNBS ¥ HISTAMINA, EM PRESENCA DE

SUBSTANCIAS NITROGENADAS DE OCORRENCIA COMUM EM PESCADOS

SolucBes padrdo de  histamina com BOug-mi foram
adicionadas a cada uma das solugBes contendo as substinclas

nitrogenadas ool concentragio de 100ugsml, menel onadas no  ftem
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3.1.2. & mistura fol submelida a2 uma seqléncia de setapas detalhadas
na Figura 11, registrando-zs os valores de absorbincia para
verificar o nivel de interferéncia de cada substéncia na avalliagBio

da nistamina.

3. 4. — ENSAIOS DE RECUFPERACAC DE PADROES DE HISTAMINA

ADICTONADODS NAS AMOSTRAS DE PEIXE.

- estude da recuperagfo de histamina foi realizado
empregando-se a sequénclia completa do método deserito na Figaura 11.
O= peixe, atum e bonito, foram provenientes de enlatados,
preparando-~se quatro amostras de cada. |

Em tubos de ensaio de 78ml pesou—se ' 10g de amostra,
que foram homogenal radas, adicionando—se, | COm auxilic e
micropipeta, aliguotas de 12,5ul. 25l B50ul & 1004} da solugio
estoque de histamina (2mg-smld. para dar concentragles finaiz de
0,28mg; 0.50mg; 1,00mg = 2,00mg- 100g. Apds a adigdo dos padrfies, as
amosiras foram analisadas sinultaneamente com as amostras sam
adicEo de padries. Para controle, preparou-se uma série de tubos
contendo somente a soluclc extratora com os respecltivos padrZes.

Os dados de absorbincia foram langades em grafice e
processados estatisticamente através deo calculo do desvio—padr3uo,
para avaliar a porcentagem de recuperagic em funcic da conceniragio

de histamina adicionada as amostras.
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Para calcular a recupera¢io dos padrfes, fol necessario
determinar a umidade das amostras homogenei zadas. Agsim, pesou-se
By de amostra que fol s=secada em estufa a 10’5°¢:, atdé peso
constante. Os resultados foram expressos em d de umidade-s100g.

CHorwitz, 1975).

3 5. ~ AVALIAGCKO DA REPRODUTIBILIDADE ANALITICA.

Para avaliar a precisio do método, testou-se trés
amostras de atum CAL,AZ2,A3) e trés de bonito (B1,B2,B3); de cada -
amostra foram preparados 10 extratos para analises posteriores.

As etapas de purificagio des extratos, formagio e
purificaclo do complexw TBENG~HM, e determinagdo espectrofotométrica
seguiram os procediment.os descritos na Figura 11.

Com o8 resultados obtidos efetucu—-gse a anslisge
aestatisgtica, obtendo—se o desvio-padrZe e o coeficiente de

variacHs, segundo Baccan &f atii 19780,
3. 8. ~ DETERMINACQED DE HISTAMINA EM ENLATADOS DE ATUM,

BONITO £ SARDINHA.

Essas anadlises foeoram realizadas seguindo-se todas as
etapas do método descritas anteriormente, para estabel ecer UM&

avallacio mais completa e segura do método desenvolvide.
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4 — RESULTADOS E DISCUSSXO.

4.1 ~ ESTUDO DA EXTRAGEQ DE HISTAMINA DO TECIDO DO PEIXE £

POSTERIOR PURIFICAGAD.

4.1.1 =~ EXTRAGERO DA HISTAMINA

Testou—se diversos meios para liberag3o e extragdo da
histamina. Entre estes fol usados o metanol e o |Acido
triclorcacético 10% (Lerke & Bell, 1976, que 1ém se mostrads mals
apropriados para a precipitagdo das proteinas {Code &
MeIntire,l19058), Em todos os casos onde Lém side empregados, COmo
mnos fluldos biolégicos e nos tecidos musculares, a liberagfo da
histamina & gquase total. © material precipitado por esses reagent.es
pode ser removido por -centrifugaqﬁa oy filiragZo. Segundo oS
autores, os os fluidos sobrenadantes e oS filtrades podem Ser
estocados A temperatura ambiente por um longe periodo de tempo, sem
perda de histamina. Todavia. o8 resultados obtidos ¢ Tabela 3 D
moetram balxa recuperasEo para eSSes extratos.

Outras substancias citadas em trabalhos {Taylor et
alii, 1078, como sendo eficientes na exitrac®o da histamina s3o oS
sais, como MaCl e os aAcidos como HCl. Assim, 2 partir de varios

testes com misturas de solugBes de Nall e HCl, observou-se gue a
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mistura de ambos nas concentracdes de 20X e 2,8, respectivamentse,
permitiu a obteng¥o de excelentes resultados. A desproteinizacgio
com solugSo acida e salina permite uma extragio matg eficlente,
aparentemente devide a dissociacio da  histamina ligada as
estruturas celulares, promovida pelos efeitos dos lons N§+ e €1
durante a extragBo. Isteo permitiu uma recuperacio dos padrdes
de 89, 0%, enguanto e thic) apenas 42,584 2 31,7% foram

recuperados  atraveées da homogeneizag®o em metanol & Adcido

triclorcacético, respectivamente, como mosira a Tabela 2.

TABELA 3 ~ Efeito das SeolugBes Extratoras na

Recuperagio de Histamina

SOLUGCAO HI STAMINA HISTAMINA HISTAMINA RECUPERACKO
EXTRATORA DO ATUM ADT CIONADA RECUPERADA
CugHM 1 0g0 € ugHM 1 0gO ¢ pugHM~1 Og C 2% 3
de carne’
METANOL Bz, 00 50, 00 PTRAB AF, R
ACIDO 52, 00 50, 00 &7, 85 31,7
TRICLORCACETICO
1084
Malll 200
+ B, 00 80, 00 101,80 o, O
HC1L 2,54
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4.1.8 ~ PURIFICACKD DA HISTAHINA CONTIDA NO EXTRATC

DE Nall 20% ~» HClL 2,5%

Para purificagio dos extratos, dois caminhos podem
ser seguidos: al) a purificagio & acompanhada pela remogdc ou
destruicio das substanclas interferentes; b)Y a purificagio &
acompanhada pela remogio da propria histamina, de forma mais
especifica, através da adsorgic ou extragic com so)lventes orginicos
ou pela combinagio de ambos CCode & MelIntire (193563,

Neste trabalho ubilizamos a técnica de extragBo da
nistamina com solventes oréanicos, nas etapas de pré-purificagiio do
extrato e na purificagdo do complexe TNBS-HM.

O extrato em NaCl 20% /HCL &,8% contends a histamina,
foi pré-purificado pela transferdncia da histamina para n~butanal ,
previamente alealinlizado com KCH 50% e solucXZe saturada de Na(Os.
Juntamente com a histamina, passam  para O hutanol outras
substancias, provavelmente todas as aminas e poliaminas, além de
tracos de aminodcidos. As proteinas e peptideos que n3o precipitam
na extracfe preliminar, naEo sEp transferidos para © n- butanol & a
maior parte dos aminodcidos livres permanecem na camnada aquosa,
formando og respectivos sais de potassio. Sager &% Horwitz, C18570
MoIntirs (198580, foram oS5 primeiros  a purificar histamina
gtilizando extragXo com &alcool etilico e metanol respectivamente,
em pH elevado, onde a histamina se encontra como base livre e o8

aminodcides nEo estio dizsociados dos sals de addio, Por ser uma
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bage fraca, a sclubilidade da histamina em agua ¢ favorecida,
tornando-a mals soldvel em n—-butancol, Figura 12.

A histamina o o% varioz Iinterferentes dissolvidos no
n—-butancl sZ¥e transferidos para o HCL 0,80N, onde € realizada a
reacio com TNBS, scob as condig@es detalhadas no capitulo referente

a0 desenvol vimento do método,

le ~CHzCHzNHS + OH  — I-——-—-m ~CHzCHzNH2
N NH N NH
AN CH rd Ty cH -
HEISTAMINA PROTONADA HIZTAMINA LIVRE

FIGURA 12 - Histamina come Base Livre,

Os derivados trinlirofenilados da histamina e das
impurezas, gue btém grupos NHz que se formam em meio alcalino, sEo
ernt¥o submetidos & partic¥e com toluenco /n—butanol C4:13. O=
complexes n¥o ionizados com o TNBS-HM passam para a fase organica,
permitindo mals uma purifilcagHo. Finalmente, na agitacio da fase
Lol uenosn—-butanol com HCL O,28N, passam para a camada aAcida somente
agueles derivados capazes de ionizar-se, como & o caso do  THBES-HM.
Mz camada orginica s¥o abandonados todos os  derivados das

mono, di e poliaminas, além do derivado da amGnea.
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4.8 ~ ESTUD DA REAQAD IAMICA ENTRE © ACIDO
2, 4, 6-TRINITROBENZENOSULFONICO £ A MHISTAMINA

0 Acide 2,4,8-trinitrobenzencsulfdnico reage com A
ristamina, em meio alcalino, atraves de um mecanismo de adigio
nucleofilica, formando e’ derivado MNex~22, 4, B-Lrinitrobenzends
gul fanico-histamina CFigura 130, onde o Na refere—-se ac nitrogénio
A-etilamino.

Noe caso da reacgfio entre TNBS e histamina, a adiglo
niclesfilica coorre com a perda de um prdton do nitrogénic, fgue &
captado pelo fon midroxila, segulde da ligagio do N an 8, formando
assim, uma amida nono—-substituida, gque ainda possul  um hidrogénio

ligado ao nitrogénio, conferindo-lhe portante, um carater Acido,

H MNQz—

s R
HCﬂm—meCH26H2~;: + Hﬁggﬁzﬂ& — N2
l l 2— T TNBS
N NH NaHCO3 (SATURADO!
A
cH pH 2,3
e A NOz =
HC—MW—MCCHzﬂﬂz*N—SGzWX e N2
i ! NOz —
N NH “THBS~HM
Ny

CH

FIGSURA 13 — Reaglfio enire THES e Histamina, em melo Alealino

cpH 9,3, a 70°C, no Tempo de 5 minutos.
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D TNBE n¥o é& um reagente égpecifiﬁo para histamina. Ele
foi desenvolvido peor Okujama & Sotake (18600, como um reagente
colorimétriceo para quantificar aminas primarias e, na década de 70,
foi utilizade por Kakade & Liener £198683, para determinagfo de
lisina disponivel em proteinas alimentares, como uma allernativa
an método de Carpenter (18802, por ser mais rapido e especifico gue
o reagente 2.4-dinifldorbenzenc (DNFBX. O TINBS Ltarmbem Lem =ido
usado para modificar grupes aminos primarios em una variédade de
proteinas, e gquantificar aminas e peptidlios. CHabeelb, 1856;
Freedman & Radda, 1068: Benjamin et alii, 1873; Burger, 18745

NEo existe na literatura mienﬁifica menhum estudo do uso
ou reacio do TNES com a histamina. Pariindo-se desse conhecimento e
verificando-se a grande reatividade deste reagente  por Jgrupos
amino, decidimeos estudar a potencialidade de seu emprego num
métode analitico colorimétrico, para determinacg¥oc da histamina em
alimentos., A ‘trinitrofenilagﬁc de grupss aminos & facilmente

gquantificada por espectrofctometria,

4.2.1 - ESTUDD DO pH STIMO E DO TEMPC DE REACRG

Observou-se gue a re=agio entre INBES e hizstamina a
temperatura ambiente & em pH 8,0, mostrou-se extremamente lenta,
navendo inibicXo total da reagBo até 30 minuitos. Com B0 minutos de

reag®oe houve um desenvol vimento de cor muito leve, registrando-se
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valores de absorbincia muito baixos: 0,010; $,020; 0,040 e O,080nm
que correspondem As concentraglies de Hug. 10ug, 80pg e 40ug-ml.,
respecti vamente.

Entre pH 8,0 6,5 (Tabelas 4 e § e Figuras 14 = 18 32, a
reac3o ainda & lenta, ocorrendo formagZo do complexo TNBS-HM
somente acima de 8 minutos de reagfo, sendo que até &0 minutos nEo

foi observado um micd o de reaglo.

-

A CONCENTRACAD DE MM 5ug-ml (] CONCENTRACAD DE M lapg-ml
§ CONCENTRACOD DE 5M 28 pg/ml () CONCENTRACAO DE BN 48n:g-/ml
4&-
i
Y
¢
L%
¢
o]
4
:
& .2
g
5
@
%
g
!j—-
] £ 7
8 i 28 % a i 6% ¥i:
TEMPG DE REACAD (minm)
EIGURA 14. — Influéneia do Tempo na ReacBo do TNBE com

Histamina, A Temperatura Ambiente, pH 2.0,
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A CONCENTRACAO DE WK 5 pg-ml @ CONCENTRACAO DE NN 18 ug/ml
() CONCENTRACAO DE WM 28 ugo/ml  [] CONCENTRACAO DE WM 28 0 m)

%

SRR CVRBAMEY 2 £ RE@vvend

78

TEMPG DE REGCAD 4nind

FIGURA 15. - Influéncia do Tempo na Reagdo do THES ocom

Histamina, & Temperatura ambiente, pH 8.5.
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TABELA 4. Influ@ncia do Tempo na Reacc do TNBS com Histamina,
A Temperatura Ambiente, pH 8,0. Absorbincia a AZOnm

Tempo Concentragio de Histamina Cugsmi >
{mind 8 10 20 20
2 0,000 G,000 . 0,000 - 0,000
4 0,000 0, 000 O, 0OG ¢, 000
4] 0,000 0,000 O, OO0 0,000
=] o, 000 0,010 o,018 0,038
10 G, 000 0,010 0, 020 ¢, 040
12 0, 000 G, 10 0,020 o, 040
i4 G, 010 G, 018 0,030 o, 070
18 o, 010 0., 020 €, 040 0. 080
iB8 0,018 0,038 8, 0850 0,088
28 O,018 0,030 0, 060 C,.110
30 G, 020 0, 040 O, 080 0,180
86O 0,048 G, 080 0,180 0,870
TABELA 5. ~ Influéncia do Tempo na ReacZo doe TNBRS com Histamina,
a Temperatura Ambiente, pH 8,8. Absorbancia a 4Z20nm
Tempa Concentragfo de Histamina ¢ gyl 3
Cmind o] 10 20 40
2 <, 000 0,000 0, 000 G, 000
4 &, 000 G, 0CO O, Q00 0,000
& 0, 000 0,000 o, 000 0. 000
& o, OO0 0,010 0,020 0,040
10 0,000 0,019 a, O30 0, 055
12 0,010 O, 020 G, Q40 0,080
14 0,018 O, 0268 0,080 £, 090
i8 0,08 0,030 o, 080 0,140
18 0,018 0,040 0,070 0,140
228 2,020 0,045 O, 080 0,170
30 0,038 0,080 0,110 0,810
a0 G, 040 O, 080 0,160 0,340
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Em pH 10 ¢ 11 a reaclo & mals rapida, iniciando-se aocs 4

minutos em pH 10, e acs 2 minutos em pH 11,0, como mostram as

Tabelas & e 7 @ as Figuras 18 e 17, respectivamente, Todavia,

nestes valores de pH, o branco desenvol ve cor intensa Camarelad.

Além do mais,

nestes pH a intensidade da cor n¥o & proporcional &

quantidade de histamina presente na soluglo, principalmente em

concentracBes mais altas.
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FIGURA 18.
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Influgncia do Tempo na Reagdo do THES com
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A CONCENTRACAD DE WM Spq-ml  [] CONCINTRACR DE i 18 MG/
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Histamina, a4 Temperatura Ambiente, eH 11,40,
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TABELA 6. — Influéncia do Tempo na ReagSo do THES com Histamina,
3 Temperatura Ambiente, pH 10, Absorbinciz a 480run

Tempo Concentracfo de Histamina Tug-mll
Cmi 5 10 20 40
z O, 000 G, 000 0, 000 O, GO0
4 0,010 0, 020 0,040 o, 080
8 o,018 G, 030 G, OED G,140
8 &, 020 O, 040 0,080 0,180
10 0,025 0, 050 0,100 O, 180
12 0,080 0O, 0680 G,110 0,230
14 .030 0,070 3,140 O, 280
16 0,035 G, OBO 0,170 O, 280
18 G, G40 0,080 G,180 G,.310
bt 0,020 0,110 C,210 0,340
30 2,070 0,130 0, 240 0,410
B0 0,080 G, 180 G, 300 O, 450
TABELA 7. — Influéncia Tenmpo na Reaglo do THBES com Histamina,
A Temperatura Ambiente, pH 11. Abscorbincia a 420nm
Tempo Concentrac¥o de Histamina Cpugomld
Cmind 5 10 20 40
2 .00 G, 030 0, 080 G180
4 0,030 0,060 0,180 G, 280
& 0,038 O, 090 0,170 0,300
25 (. 040 0,088 G,180 O, 360
i0 G, 048 ¢,110 Q,210 G, 400
i2 0,080 G,180 G, 230 O, 450
14 0,080 0,130 G, 240 G, 430
168 G, 070 0,140 0. 280 O, 440
18 c, 080 0,150 L. RB7O O, 480
28 0, 090 G, 180 C, 300 O, 480
30 0,110 0,110 0,340 G, 8520
&80 U.170 o, 330 0, B30 O, T7E0
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Com o objstive de aumentar a velocidade de formagdo do
complexs, foram realizados estudos, emn Lemperatura mals elevada,
bageados em ocbservagles da literatura. Assim, apds varios
experimentos, fol escolhida a temperatura de 70°¢, por  razdes
praticas, come facilidade operacional, rapidez no desenvolvimento
da reasEo o por redguerer um tempo razoivel de 5 minutozm., A Tabela B

e a Figura 18, apresentam os valores de absorbincia obtidos em

diferentes pH, assg D minutos e a 7ﬁ“¢. Verifica—se gue o aumento
da temperatu&a proveca wm aumento na veleocidade da reagﬁa-.
Constata-se, assim, gue a reacfo entre o TNBS e a histamina nas
condicBes estudadas pelos autorss deste trabalho, n¥e se desenvolve
totalmente 3 temperatura ambiente e em valores de pH abaixo de 9.0

reguerende, portanto, um tempo mais longo de reag8o.

TABELA 8 — Efesito do pH na Reag3o do TNBS com Histamina.

a 70°C e Tempo de 8 minutos

Histamina Absorbincia a 480nm

pgml pH 8 pH 8,5 pH9 pHo9,8  pHi0 pH 10,5  pH 11
5 0,010 0,015 0,028 0,030 0,040 0,040 0,080
10 0.020 0,030 0,080 ©,060 0,078 0,080 0,080
20 0,035 0,080 0,080 0,120 0,140 0,180 0,170
46 0.070 0,130 0,180 0,240 ©,280 0,890 0,300
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FIGURA 18. - Efeito do pH na Formaglo do Complexo THNBES-HM a

»0°¢, TampSc NaHCOa NazCOs.
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Em pH 10, 10,8 e 11, oz valores de absorbancia warliam
muite pouco entre si. Nesta faixa de pH e nas condigles de tempo =
tenpaeratura citadas anteriormente, podem oo rer reandes
secundarias, comprometendo assim, a especificidade da reagdo.
Portanto, estes estudos permitemnos concluir que o pH otimo  para
a formagio do complexo TNBS-HM estd entre 9,0 9,5, onde O grupe
amino da histamina parece estar mals livre e reative, sem favorecer

sutre tipe de reag¥o. Esta fainxa de pH permite. tlLambém, mais

uniformidade ne desenvolvimento da cor do  complexo. Desse
mode, estudou-se © tempo da trimitrofenilag®o da histamina enm
guatro concentragBes diferentes, na presanga de seluglc saturada
de bicarbonato de s&dio pH €9,.33, nos tempos de 1, &, 3 4,
5 e 10 minutos. As leituras de absorbancia foram realizadas em mei o
sdcido (Tabela 9 e Figuraz 19 e em meio alealine Ctoluenoc/NazCOsd
Tabela 10 e Figura 202, Observou-se dJque as leituras em melo
dride foram um  POUCO inferiofes aguelas reallzadas em mel o
alcaline. Provavelmente, na fase orginica ¢ toluenosn-butanol 2.,
ainda exdstam algumas 1lppurezZas fexcesso de reagente TNBS, ou
alguma substancia interferented, qus sFo eliminadas na exiragdo
com HCL ©,28M. A trinpitrofenilaclo atingiu o maximo com 5 minutos
de reag8c (Figura 192 Apds esse tempo a reagfo atingiu um
patamar. Por razdes de seguranga, recomenda-se gue a leitura seja

realizada entre © e 10 minutos.

Az leituras realizadas em meio alcalino € tol uenosMazlC0s3,

nEe foram uniformes apds OS 5 minutos de reagfo, (Figura 203 .
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FIGURA 18. - Influéncia do Tempo na Reag¥o do TNBEE com Histamina,

CpH inicial 9,8, a 70°C, em toluenosHCL.
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FIGURA 20. - Infludncia do Tempo na ReagBo do TNBES com Histamina

CpH imicial ©,3), a P0°C, em toluenc NazCOs
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TABELA 9. - Influédncia do Tempo na Keagdo do THBES com
Histamina (pH inicial 9,32, a ?QOC, em ToluenosHCL,

Absorbincia a 420nm.

Tempog Concentragio de Histamina Cug-mll
Cming B 10 20 . 40
i G, 010 0, 020 0,040 ¢, 080
2 ¢, 010 G, 020 0,040 0,080
3 0,018 0, 030 0,080 0,120
4 0,020 0,040 G, 080 0.210
g 0,030 0,080 $,120 0,240
10 G,030 G, O8O0 0,120 0,240

TABELA 10. = Influéncia <do Tempo na Reaglo do TRNES com
Histamina CpH Inicial ©,3), a 70°C, em Tolusno NazCOa,

Absorbincia a 420nm

Tempa Concentracfo de Histamina Cug-mll

Cmind 5 10 20 40
i G,018 0,080 0,070 0,140
2 0,020 0,035 0,080 0,150
3 0,020 0,040 0,080 0,170
4 0,030 0,070 £.130 0,210
= G, 040 O, 080 0,180 O, 280
10 4,080 0,080 0,120 0,280
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4.28.8 ~ OBTENGEQ D4 CURVA~PADRRO

4 Figura 21 apresenta as curvas padr3c cbtidas. Na curva
A, os padrBes n3o foram submetidos & partigdc com n-but.anol ,
enguanto que na curva B todas  as solucBes padric foram
alcalinizadas com KOH & NazCOs, e recuperadas em n-butancl. As duas
curvas ilustram dols pontos importantes: 13 a cbediéncia a lei de
Beer, @ =) a perda de uma pequena dquantidade de histamina no
decorrer do prmesso,. degde o wetapa de sextragfo akéd a de
purificagio do complexo.

Apds a extragfo com acido cloridrico O, 28N, o composto
produzido pela reag@o do TNBE com a histamina possul uma  cor
nitidamente diferente do branco., O Acido elimina o excesso de cor
' produzida pele THNBS, tanio no branca gquanto nas amotras. O c;:omp}. Q3
formado ¢ estavel em meio scido, porém a absorbidncia nas amosiras
com balxas concentragBes de hi#tam.ina & pecquena. Para contornar
o1 probl@mal utilizou-se um artificio: apds a Gltima purificagio
com HCL G,288N, adicionou-se aos tubos de reagic 0,8ml de &alcool
stilico, 0.5mn de HN,N-dimetilformamida e Q..‘uni cde KOH BOM. Est;
mistura proporcionoy  um aumento na intensidade de cor = na
octabilidade do complexo. Nestas condigles, a cor do compl exe muda
de amarelo para alaranjado, que € lido no ma@smo comprimento de
onda, 420nm.

O valor de & Ccoeficiente de extingio molar ou
absortividade molar do grupe amino livred, caleul adoe para a reagdo

do THRS com a histamina, a 420nm, foi de O, QSﬁQgca*MTi Este wvalor

25



pode ser comparado com O valor encontrade na literatura, para
reagfo do TNBS com a glicina (8,51x10 entM S, Mokrasch, 1987. Este

valor indica que houve formagio do complexo.

A § CNATRDRAG DE NN SP/ABME B mﬁ'mm TE HM CP/RU0H
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FIGURA 21. ~ Curvas Padrio do Complexo THBS-HM, pH 2,38, Curva A

Padrfes nic Submeiidos & Partigio (5P enm n—-Butanol ; Curva B:
PadriBes com PartigBo (OP) em n-Butanol., Egquacgio da reta para

a Curva A: ¥= ¥=( 1.192E-07) + ( 8.000E-031%x = Curva B:
y= ¥=3.836E-03) + ( &.110E-03)%X
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4.2.3 - ESPECTROS DU COMPLEXO THNBS-HM NO LILTRAVIOLETA

E NO VISIVEL

0 produte monoderivadoe TNBE-HM. tem coor amarela 9
apresenta, tanto em meio &oldo comd alealinag, conforme mostram as
Figuras 28 e 23 un espectro de absorcEe com pico mixdime a 343.0 e
um pice secundirio préximo AZ0nm, gque fol o escolhido para a
leitura das amostras, por permitir o uso de aspectrofotdémetro que
operas somente na regliio deo wvisivel. A Figura 24 apresanta o
espectro de absorgfo do acido 3, 4,6-Trinitrobenzenosulfdnice pursd,
com um pico de absorgdo a E54rmn.

O derivado sulfonado iNBS—HM apregsenta {todas as
proprieéadeg baisicas do anel imidazol e € completamente salivel en
soluclies Acidas. podendo ser separado do exXcesso de reagentie, dos
derivados trinitrofenilados, das mono, di ou poliaminas, porv
partigio com t.ol uenosn-putancl , sob condigBes Acidas e dos
derivados monotrinitrofenilados,. dos aminoacidos nic basicos e dos

derivados dinitrofenilados da lisina por par LigHEo, zob condlcBes

alcalinas.
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4.2.4 — ESPECTRO NO INFRAVERMELHO DO COMPLEXQO

TNBS~HHM.

Foram obtidos espoectroz na reglifo do infravermelho do
anel imidarzol, do dicloridrato de histamina CHM.BHC1D, do reagente
scide 2,4,8-trinitrobenzeno~sulfénice e do complexo TNBZS-HM, de
acordo com as Figuras 28, 26, 27V e Z8.

Observa~se, pela Figura 26, gue o espectro da histamina
pura apresenta duas bandas a FL00em © @ a SGEOam_‘, caracteristicas
das vibragBes da ligagBo N-H e que n¥o estXo presentes no espectro
do derivado trinltrofenilado (Figura 283, Az bandas de absorg3io que
aparecen amn 13§Gcmm1e 148Qcm_1 CFigura 273, s¥o tiplcas de grupes
NOz do TNRS, embora no espectro do complexo THBS-HM (Figura 283, S
apresentem um PpoUCo desl ocadas em relac¥o s bandas observadas no
sspectro do TNBS puro. Cutra evidéncia ¢ mostrada pela presenga de
bandas a 1680cm e 18&Oamw$, no  espectro do  complexe THBS-HM,
caracteristicas de ligacBes duplas {(C=05 e as bandas a 1428em © e
2o5Cem T, atribuidas 3 prssenga de estiramente de carbono do grupd
metilence =, por fim, observa-se a 1400cm © uma banda que pode ser
atribuida & ligacio entre carbono e nitrogenio CC=N), Ja que elas
aparecem nos sspectros do imidazeol e da histamina CFigura 282.

embora esta banda também se enconire um poucso deslocada.
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Uhservando-ze o espectre do complexoe THES-HM, podemos
afirmar que a resolugfo ndc estid perfeita, haja visto que algumas
pandas encontram-se deslocadas e gue outras, consideradas
importantes, ndEo foram registradas. Para evitar esse Lipoe de
problema, o© complexs formade deveria ser purificade antes de
gar btirado o especirn, evitando asgim, que oz tragos de solvente
gque ficaram Lapregnados ne  conpl exo, devidoe as suceasi vas
extracfes, intarferisa&ﬁ na resolugic do espectro.

Apés o estudo dos espectros comentados anteriormente,
podemos aceltar a hipdtese de que a estrutura do complexo
TNRS-HM, seria do mesme tipe da estrutura proposta para aminoidcidos

(Mokrasch, 198673, astando ausente o grupo o-carboxilico.
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4.3 ~ ESTUDD DE SUBSTANCIAS INTERFERENTES DE ODCORRENCIA

COMLIM EM PESCADO.

A Tabela 11 apresents os valores de absorbincia obtidos
da leiturs a 420nm de algumas substéncias testadas, oonforms o
prace&imento descrito noe iftem 3.3.3, que poderiam interferir na
reagcio da histamina com o TNES. Observa—-se, pela Tabela 11, que a

interferéncia fol nula ou considerada negligenciavel. & importante

salientar gue algumas substancias, em concentraces relativamente
alias, presentes nos misculos, ndo reagem com TNRS, 2 portanto, n3do
interferem em nenhuma ebapa do processa, COmo A Lrimetilamina, a
creatina, a creatinina e a inosina. As oulras substincias, listadas
na Tabela 11, reagem dando uma cor de intensidade muito proxima 2
da histamina, porém na leitura final n&¥o interferem porgue sSEo

el iminadas Nas passagens para Lol uenosn-butanol e para HCI O,Z23M.
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FARELA 214 ~ VALORER DE ABSORBANUOIA E wNivelsm
DE INTERFERSNCIA DE DIVERREOS COMPOSTOS NA
DETERMINAGCIEGC DE HISTAMINA PELO METODO DESENVOLYIDOD

SUBS TANCIAS ABSORBANCIA | ABSORBANCIA DA PORCENTAIEM
INTERFERENTES DA HISTAMINA HISTAMIMNA + DE

ADICIGNADAR EM PLIR A INTERFERENTES INTERFERSNCTIA
HOug DE HM (A ZONM2 (GROMNM> £ 9% %

AMINGACIDOS 100Uy}

HISTIDINA 0O, 40 + T,000 o, 402 o, GO
FEWILALANINA G40 + D, OO0 0, 405 0, OO0
TRIPTOFAND 0,40 + O,009 o, 400 o, OO0
cisTEl Na 0,40 + ©,00% D, 408 0, OO
CGLIGCINA 0,40 + 0O, 0050 O, 4005 £, OO
LISINA. HCL 0,40 + 0,000 G,408 €3, O
AC. GLUTAMYI GO 0,40 + 0,000 0, 400 0, OO0
AT, ASPARTICO 0,40 + 0,000 0,409 £, oD
ALANINA 0,40 + O,00D 0,403 o, GO0
ARGININA. HOL D40 + 0O 000 O, 200 IMEO REACE : O, OG0
PROLINA G40 + ©O,000 0,38 (*° *r o, DO
TAURINA 0,40 + 0,00 G, 04 £ OO
DIAMINAS (400Uy}

CADAVERINA 0,40 + O,008 s, 408 o, 00
PUTRESCINA 0,40 + 0,000 O, A0S 0,000
EEPERMINA 2,40 + 0, 009 0,402 C, O
ESPERMIDINA 0,403 +« 0,009 02,402 O, 00O
AMINMNAS VOLATEIS (100ug)

TRIMETILAMINA. HCL ©.40 + 2,000 0,405 0, Oy
CLORETO DE AMANIO 0,40 » O,008 0,400 (NAQ BEAGE)H, OO0

@



QONTINUA{;&D DA TABLA 41,

BASES DE AMONIO OQUARTERNARIC (100ug

SHIDO DE T. M. A 0,40 + 0,000 0,908 (NEO REAGE! 0,000
GLICINA-BETALMA 0,40 + 0,009 0,208 ¢ °° Yy o000

HASES DE NUCLEOTI DEGS ¢ i1004g)

GUAMINA 0,40 + O,000 o, 308 (NEQ REAGE) 0,000
IMNOSINA 0,40 F 0,000 0,308 ¢ *° Ty 0,000
A DER LA O, AT+ 0,008 o400 ¢ 00 Py o000
ADBEMIRA 0,40 + 0,009 G, a0 ¢ " Yy o000

DERIVADOS DA OUANIDINA {(ACQOLIg?

CREATINA D,40 + 0,000 O,400 {(NEAD REAGE) 0000
CREATININA G,40 + 0,008 c.e00 ¢ 0 Yt omo0n
GUANIDINA. HOL 0,40 + 0,00 o,400 ¢ *° Py 0000
BIPEFTIDEOS ¢100kg)

CARMOS INA G,40 + O,.0O0DC 0,406 T 000
DUTROS {10GLg Y

VRETA G,40 + O,000 O,400 N3O REAGE) O,000
IMIDATOL 0,40 + 0,000 O,d00 ¢ " Py 0,000
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Os compostos gque poderiam interferir na reacio ool

TNES s8o0

atilencodianinas ou derivados, nos quals, ambos os

grupos amino sXo aminas alifédticas primarias ou secundarias; e oS

grupoes amino gque poderiam ser atacados por Atomos de carbono
adjacentes sob as condl cBes de ensalo para histamina, Tals
comnpost.os reacen com  ITHBS para dar produtos derivados
monolrinitrofenilados, os quails sSeguem com OB derivados da

nistamina; das diaminas, nas gquals um grupe basico (ou ambos),
reraggem relativamente pouco com © TINBS como, por ewemplo, o©
histidinol e N,N-dimetilebilencdiamina.

A eliminac¥o de tals interferentes fol consegulda, neste
trabalho, através do processo de purificagic, apos a reagcfo da
nistamina com TNBS. Os compostios do grupe das diaminas podemn Sar
geparados da histamina por partiglic seletiva com tol usnosbutanol
£4:12, apds a reagio com THES., Oz imidazdis senm grupos  Amino
primarios ou secundarios, como por exemplo o imidazol, ndEoc rsagen
com o THNBES sob as condi¢Bes seguldas neste método.

Ne  caso das diaminas lineares. cadaverina, putrescina
e, talvez, espsrmina espermidina, podem resultar en complexos n¥o

raeativos ou em aAnlons sonldveis =m tolusnosbutanol ., conforme  a

Figura 9.
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S T THo=2

MNHz—-CCHzl 4~NHz2 + QzN“\ :§g§~OH

et SRR Gzﬁmmm
s
O2N-] N S0z ~N—C CHzY 4 -N~S0z— " N NO2
E——C b OeNSTIITT

FISURA 20 -~ Complexo TNES-Putrescina

O extratso em tolueno.sn—butancl certamente arrastou estes
complexos junto com a histamina, porém quande agitades com Acido
cloridrico ©,88N, houve separagic da histamina que, por ser
protonada, passa para a camada aguosa &clida. HNe caso, o unico
compostn gque pode ser protonado & a higstamina, visto que a
histidina & dipeptldeos, contendo grupOs imidazdis, foram

descartados antsriorments.

Em meic Acido a histamina & protomada, resultando em um

chtion que & solavel em igua ou em scido cloridrico, Figura 30.

BS = C-CHz-CHa-NH2

P

+N NH
R
CH

FIGLURA 30 - Hiztamina Protonada.
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Como nenhunma diamina pode ser protonada, asta
permanece na camada de to;uenm/n—butanul. No caso da trimetilamina
CTMAY, amina tercidria, nZo possui nenhum hidrogénio para reagir
com o TBNS, portanto nZo houve reagdc. A literatura relata gue
seria possivel gue a TMA formasse compl exos dg amdnies guaternario
¢Figura 317, porém nZo detecltamos mudanca na absorbincia apés a
reac3o da TMA com o THBS. De gqual quer maneira, em melo alcalino
este composto comporta-se Ccomo cation, portanto niEo pode ser

extraldo com tol uenosn~butanal .

/ 3 \i_m Nz CHB
AP . {4
CzM e B e W e CHa

N [ % ks

FIGURA 31. - Complexo de Aménic Quatlernario CTMAD

O= derivados de todos os aminodcidos da trimetilamina e
da dimetilamina s8¢ Anions, logo, ficaram retidos na fase aguosa.

e Lodos oz compostos potencialmente interferentes que
foram testados, somente a cadaverina e 2 putrescina <deram uma

peguena interferéncia, considerada desprezivel.
NE¥o ocorreu reagBo com histidina, tirosina, triptofanc,
fernilalanina e acido aspértico. Ho caso da lisina, glicina, Ureia =

TMA, os valores obtidoes também foram considerados desprezivels.
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4.4 ~ ENSAIO DE RECUPERAGARD DE PADRUES DE HISTAHINA.

JA foi citado no ftem 4.1.1 a porcentagem de recuperagdo
de histamina, obtida com Lrés solugBes extratoras, e constatade que
a solucXo de NaCl 20% e HC1 2,8% foi a mais eficiente para extralr
a histamina do tecido do peixe. A Tabela 12 apresenta os teores de
recuperaciv dos padrdes de histamina adicionados aos exiratos sem
amostra @ a Tabela 13 apresenta os valores de roecuperagiae  de
padr@es adicionados aos extratos com 10g Jde amostras de atum e
bonito para dar concentragBes finais de 0,85; 0,80; 1,00 & &.00mg
de histamina-100g. As anAlises foram realizadas em duplicatas,

Observa—-se, pela Tabela 13, que em amostras de atum com
niveis de histamina de 2%9ug, a recuperagiioc foi de 100% . Quando
adicionada ao nivel de 50ug, a média de recuperagic fol de 99,8%,
com um intervalo de 89,8% a 100% . Para os nivels de 100ug e 200ug.
a5 médias de recuperagXo foram de 94,0% e 86, 8%, respectivamente,
com intervalo da média entre 93.5% a @4,4% para 100ug e 835,7% a
a7,.8% para 200ug. FPara as amosiras de bonite, os valores de
recuperagic foram praticamente iguais. A média total de recuperagio
de métode fol de 95,0%, com um desvio-padrZo de 5, 8% .

Pela Filgura 32 e pela Tabela 13, observa-se que as
curvas de recuperagio dos padres de npizstamina 2o decrescendo,
conforme o aumento da conceniragio dos padrfes adicionados aos
ewtratos. Todavia, nio podenos alirmar fo {8 {3 aeste seja um
comportamento padrZs, haja visto gque em alguns 4Lrabalhos
consultades (Foo, 1977; Luten,18813, tal comportamento nem sempr= &

verificadeo.
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TABELA. 12 -~ Valures de Recuperacioc de Padriles de Histamina

Adicionados em Extratos sem Amostras.

EXTRATOS SEM HISTAMINA RECUPERAGXKO MEDT AS

AMOSTRAS ADI CI ONADA DAS
£2Bml D Cprmid ¢ %3 REGUPERAGOES

1 25 100

1 28 100 100

2 50 59, 8

2 50 100 09,9

3 100 100

3 100 | 100 100

4 200 105,9

4 200 100 102,9
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TABELA. 13 ~ Valores de Recuperac¢fo de PadrBes de Histamina

Adicionados em Amostras de Atum ¢ Bonito

EXTRATOS COM HI STAMINA RECUPERAGEO MEDT AS
AMOSTRAE CATUMD ADI CIONADA c %> AL
¢ 10g C pigHM 1 0gD RECUPERACDES
Al 2% 100 100
Al 25 100
A2 =50 09,8 00, 8
AR B0 100
A3 100 93,8
A3 100 94, 4 94,0
A4 200 87,8
Ad 200 85,7 85,8
ANOSTRAS TR
BONI TO
B1 as 100 s 00
Bt as 100
B2 S0 99, 4 09,7
B2 ' 5O 100
B3 100 g4, 4
B3 1060 93,1 93,8
B4 200 86,0 85.0
B4 200 85,6

MEDT A TOTAL DE RECUPERACED (N=1Bd= 24,0
DESVIO-FADRIO = 5,8
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138

A EYIRATO COM AMOSTRA DE ATUM [} EXTRATO €OM QMDSTRA DE BOMITO

Fa)
X
W
)
£
g
4
&
o
&
3 se
]
4
ﬁ T
¢ 5 168 158 268 2% 24
HM ADICIDRADA Ao mi
CTGURA 32. - Curvas de Recuperagfo de PadrBes de Histamina em

Fwtratos de Atum ¢ Bonito.
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4.5 ~ REPRODUTIBILIDADE ANALITICA DO METODOD

05 resutados analiticos & a anilise estatistica des
dados est¥o mostrados na Tabela 14
TABELA 14 - AVALIAGCHEOD DA REPRODUTIBILIDADE ANALLTICA

B MOTODO EM AMOSTRAS DE ENLATADOS
DE ATUMIAY E BONITOLBH)

VALORES INDIVIDUAIS DESVIO— COREF ICIRNTE
ABSORBANCI A rADRIEO DY VARIACED

AMOSTRAR {4ZONm? MEDI A ¢ &\ b L %% 3

G,06; G,00; 0,006
Q,08; 0,058 O,00

0,050 O, 008 %, 4
Al o,06; 0,08 0,08
a,0%
0,00 O,0D; O,08;
O,Op;: 0,09; 0,08
Az o c,088 o,008 2, +
Q.08 ; O,08; £ ,08
O, 0%
QL,it: ©,I1; 0,41
©,14; O,44; ©,414
Az g 6,421 0,008 2,7
O,14; O ,4%; ©O,42
IR '
O,id; G,44: O, 44
o,412; ©G,12; ©,412
5,445 0,005 4,3
Ba O,i4; ©,44; 0,42
£, 42
D, 84; Q,.44; B,i4
0,14; ©O,34; O,14
Bz ! O,4i42 0,004 2,
DL, i8] ©,.45; 0,14
G, di4
O,16; 0,16 0,448
CL,A0; GL1S; Q.E85]
B3 G, 4 0,35 ; O, 44 G, AT &, D05 4,2

€, Lo
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Pelos resultados observa-se que ©s valores de
absorbancia obtidos para cada amostra est@o em boa concordancia

enbtra si.

Os  desvios-padr¥o para as  amostras de atum foram
haixos €0,008), com coeficientes de variagfo de 5,4%, 3.4%, e =, 7%
respectivamente mostrando, assim, que o método tem boa

reprodut.ibilidade.

Com relacfo as amostras de bonito, ©S valores do desvio-
padrfo ficaram entre 0,004 = 0,005 e os coeficientes de wvariagSo
do 4,3%, 2,9% e 3,2%, respectivamente.

De modoe geral, pode-se conclulr que os wvalores dos
desvios—padrio e dos respectives coeficientes de variacBc das
amostras de atum e bonite ficaram bem préximos, mostrando pouca

ou nenhuma dispersfo entre og valores de absorbancia, conferinde ao

métods una boa precisXo.

4.8 ~ ESTUDO DO TEOR DE HISTAMINA EM PRODUTOS ENLATADOS

DE ATUM, BONITQO E SARDINHA.

A wvalidade = & canfiab&lidade do método desenvol vido
neste trabalhe, foram testadas em produtos  enlatados de atum,

bonito @ sardinha, nacionais e importados.

As Tabelas 15, 18 ¢ 17 mosiram oS resul tadez dos Leores

de histamina., obtides em duplicatas, estando de acordo com adgueles
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da literatura (Tayvlier et «alii, 19781,

Mietz % Karmas C1977), encontraram em varias amostras de
enlatados de peixe, teores de histamina de O.,lmg a 8, Omg-100g de
amostra. Esses valores 3o semelhantes aocs valores de O,img a

®,Bmg de histamina~100g de amostra obtidos neste trabalbo.

TAHELA 15 -~ TECRES DE HISTAMINA EM AMOSTRAS
DE ATIM.

FORMA DE mg HM./ S00g

AMOSTRA PROCEDSNCIA PREPARD BE AMOSTRA
»
AL NACIONAL SAHLIDG O, 2%
AZ NACIONAL TEMPERADD 0,22
A3 NACIONAL SHLIDO o, 22
A IMPORTALO TEMPERADC 0,22
AL NACIONAL *CURATER €, 10
AG NACIONAL CCERATED S o, 1%
AT NATIONAL “CGRATED” 0,.1i0
A MNAD IONAL SO L IR o, 20
A HACIOMNAL S GRATEDC o, A
AlLD MACTONAL CCORATED C, RO
Add IMPORTADO SOLIDOD O, 2
AL IMPORTADOD SLHLIDO o, 30
AtD MACIONAL SBHLIDOD 2. WO

x> MEDIAS DE DUPLICATAS

Pelas Tabelas 15, 16 e 17. observa-se gue as anosiras
de atum, bonito e sardinha analisadas apresentaram baixos teores
de histamina, inferiocores aos limites de concentragBes consideradas

perigosas para o CcOnsSumo humand,

Observa—se, bambém, gue houve uma consideravel diferenga
non teores de histamina detectados nas diferentes amnostras de atum,

nonito @ sardinha,



TABELA 146 -

TEORES DE

O

HMISTAMING EHM AMCGETRAS

BONITO.

FORMA DE

my HM. 100g
DE AMOSTRA

AMOSTRAS FPROCERSNCIA PREPARD »
B NACIONAL PTORATED 5, S0
B2 IMPORTADD *CGRATED- * 0,28
Ba NACIONAL BOLIDO o, 41
B4 MACYONAL SOLIDO 0,22
85 IHPORTADO ~CGRATED o, A0
8G IMPORTADG CCGRATED F 0,30
BT IHMPORTADD CCARATER ' 0,54
BE IMPORTADS “CGRATED < o,82
By IMPORTADO - GRATED” o, DS
BiD IMPORTADC S GRATED 0,82
Bii NACIONAL BOL IO O, 54
cxd MEDIAS DE DUPLICATAS

TABELA 17 - TEORES DE HISTAMINA EM AMOSTRAS

DE SARDIMNHA,

FORMA DE

mg HM/ 1004
DE AMOSTRA

AMDSTRAS PROCEDSENOLA PREPARG 0
s 4 MNAGIOMAL TEMPERADO O, 40
B2 MACIONAL 255 L D0 0,30
= MNACYONAL SSLIDO 0,20
=& NACIONAL BOLI DO O, 20
5% NACTONAL SOLIBG G20
& NACTE GHAL TEMP ERADD O, 30
7 NACIONAL TEMPERADO . 50
s5a HACTOMAL B T DO £y , 0
S MNAGCIONAL TEMPERADO PR - T+)
B 50 NACIONAL TEMPERADG 0, B

CHIMEDI AR DE DUPLICATAS
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8 - CONCLUSOES:

- O método apresentou uma excelente reprodutibilidade, com
coeficiéntes de variacBo de B,4%, 3,4% e 2,7% para amostras de atum

e 4,3%, 2,9% & 3,.2% para amcstras de bonilo.

- O wvalor médio de recuperagfo ohtido com o método fol de

o8 0%, rconsiderade bom, comparadoe com a maioria dos métodos cltiades

na literatura.

- A sensibilidade do método permite a quantificagioe da

higstamina em niveis acima de 0,1mg-100g de amostra.

Os resultados obtidos nestse trabalhe foram viabilizadeos

principalmente em fungXo:

~ Da utilizagBo de uma mistura de solugBo de Nall 20% e HCL
2.5, gque nEo permlte a adsorgfoe da histamina as paredes dos tubos

de vidro, proporoionando, assim, uma boa recuperagio da mesma;

- Do use de n-butanel saturado com Agua , enpregado na etapa

de pré-purificagio dos extratos;
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-~ limizacZo das condigBes de andlise, como o uso  de
tolusnasn~butanol e HCL na etapa de purifica¢io do complexo TNBS-HM
permitindo, assim, a eliminagie de todas as substancias

interferentes,

£ interessante ressaltar gue os custos c¢om vidrarias e
reagentes s3o balxos; o038 reagentes considerados mals caros sf3o o
TNBS e a N,N-DMFM, cujas gquantidades consumidas sZo minimas, n3o

chegando & comprometer a aplicabilidade do método.

O métode pode ser aplicado, na inddstria ou em institulgFo de
pesquisa gque disple de um espectrofotdmelre para medidas no
espectro visivel, aparelho sinmples e harato em relaglo a outros

{fluorimetre ou cromatdgralol.

110



6 - REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS.

ABABCUCH, L.; ALAQUI, M. M. & BUSTA, F.F. - Histamine levels in

*

commercially processed fish in Morocco. Journal of Food

Protection, 49 (iil: Q04-908, 1006,

A.D AT, - Official Methods of Analysis of the Association

of Official Analyiical Chemists., 12 ed. Washington DO

1980, 1084p.

ARNOLD, & H., % BEQWN, W.D ~— Histamine (7?2 toxicity from fish

products. Advances in Food Research, 24 114147, 1878,

BACCAN, N.: ANDRADE, J.C.; GODINHO, G.E.5; BARONI, J.S.

Qumimica analfitica quantitativa elementar. SZo Faulo, Edgard

Blicher, 18978, p.3-26.

BALDINI, V.L.S. -~ Aminas biogénicas e a deteriecragio <o pescade

Boletim do ITAL, Campinas, 19 (43: 388-402, 1862.

BALDRATI, G.; FORNARI, M.B.; SPOTTI, E.; INCERT, i. ~ Enfiuvenza
della temperatura sulla formazione d’istamina in pesci ad

elevate contenuto d'istidina libera. Industria Consefve,

B 144122, 1980,

111



343-348, 1381,

GILMAN, A.G. & GOODMAN,L. 5. -~ As bases farmacoldgicas da

terapettica 7.ed. Rio de Janeiro, Ed. Guanabara., 13987

cap. 28, p.386-417.

GoUYGOU, J.P.  ~ High pressure liguid chromatography determination

of histamine in fish., Journal of Food Science, 52 (45:

LeB-28, 18987

HABEER, A.F.S. -~ Determination of free amino groups in proteins
by Lrinitrobenzenesulfonic acid. Analytical Biochemistiry,

14: 32B-355, 19066,

HAKANSON, R ; RONNBERG, A.L.; STOLUND, K. - Fluorometric
determination of histamine with OPT: optimum reaction

conditions and tests of identity. Analytical Biochemistry,

47: 386370, 1872

HAKANSON, R.: RONNBERG, A.L.; SJOLUND, K. - Improved fluoromeiric
assay of histidine and peptides having NHz—-terminal histidine

using o-phthalaldehyde. Analytical Biochemistiry, 59: o8-108, 12
HAKANSON, R. % RONNBERG, A.L. — Improved flucrometric assay of

mistamine : condensation with o-phthalaldehyde at -20°C.

Analytical Biochemistry, 60: S80-D867, 1874.

115



HARDY, R, & SMITH, G.M. - The storage of mackerel (Scomber
scombrusl. Development of histamine and rancidity., Journal

Science of Food Agriculiwre, 27: S05-5099, 1976,

HENION, J.D. - Capiliary gas chromatographic ~ Mass
spectrometiric determination of histamine in tuna fish causing
scombroid potsoning. Journal Chromatography, 213: 475-480,

igsl.

HORWITZ, W.Cedd. - Official methods of analysis of the
Aszociation of Official Analytical Chemists. 13 ed. Washington

R.C. ADAC 1873, p. 2094206,

TENISTEA, €. - &Eignificance and detection of histamine in Foeod.
In: HOOBS, B.C. & CHRISTIAN, J.H.B The microbiological

safety of food. London, Academic Press. 1873, p. 327342

INTERNATIONAL COMMISSION ON MICROBIOLOGICAL SPECIFICATIONS FOR
FOOD CICMSF)Y. ~ Microorganisms in Foods: Their Significancs

and Melthods of Enumeration. 2.ed. Toronto, 1978, 434p, V. 4.

JONES, R. ~ Chemistry, isclation of histamine., In: FARAH, A.
ad. Handbook of experimental pharmacology. New York, Syracuse

12665, v, 181, chap.1l.

KAKADE, M. L. & LIENER, I.E. -~ Determination of available lyzine

.in proteins. Analytical Biochemistry, 27: 273-280, 1969

116



BARANCYWSKI, P.: BRUST, P.A,; FRANK, H. A~ CGrowth of klebsieglla
. pneumeniae UH -~ 2 and properties of its histidine
decarboxylase system in resting cells. Journal of Food

Biochemistry, 9: 349-360, 1985.

BARANOWSKI, J. ~ Methodology for histamine analysis, In:FAQ.
Histamine in marine products: production by.baateria.
measurement and prediction of formation. Rome, Food énd
Agriculture Organization, 1988, p.4-8 (FAOQ Fisheries

Technical , &Z923.

BENJAMIN, DLM.: McCOMARCK, J.J; GUMP. D.W. - lge de nawer
amino group reagents for the detection and determination

of kanamycin. Analytical Chemi&trj, 45 (8): 1831-18H34, 1973

BOSTOCK, T; GONZALEZ, A.L.; SALAS, A, - Qbservaciéns iniciales
sobre el desarrollo post-moriem de aminas biogenas en pescado
pequanc pelagico del Peru. In: CONSULTA DE EXPERTOS SOBRE
TECNOLOGIA DE PRODUTOS PESQUEROS EN AAMERICA LATINA, Z.

Montevideuy, Uruguai, Diciembre, 1888

BURGER, W.C. ~ Interference by carbonyl compounds in the
trinitrobenzenesul fonic acid method for amino groups.

Analytical Biochemistry, 57: 3086-30Q. 1974,

CARPENTER, K.J. =~ The estimation of the availabre lysine in

animal protein foods. Blochemistry Journal, 77: 604, 1966,

112



CATTANECD, P. & CANTONI, C. - Indentificazione 2 dosaggio rapido

dell’istamina nelle carne di pesce. Industrie Alimentare,

17: 303307, 1978.

CHU, . H. & BIELDANES, F. - Effect of diamines. polyamines and
tuna fish extracts on the binding of histamine to mucin in

vitro. Journal of Food Science, 47: 72-883, 1981,

CGDE, C.F. & MCINTIRE, C. - uantitative determination of

histamine. Methods of Biochemical Analysis, 3: 48-95, 18056.

CORLETT, Jr.A.: JEFREY, M.B.; NIVEN, Jr.C.F. - Identification
of histamine forming bacterial from scombroid fish.

Abstract of the Annual Meeting of the American Society for

Microbiology., 78: 182, 1978.

COSTAS, F.RB. & GONZALEZ, A.L. - Determinacién del contenido de

histamina em pescado utilizando un método combinado de TLO ¥

HPLC., Alimentaria, 26 (2073: 39-40, 1989

EDMUNDS, W.J. & EITENMILLER, R.R. - Effect of storage Lime and
temperature on histamine content and histidine descarxylase

activity of agualic épecies. Journal of Food Science,

40: T16-8B15, 18975,

FITENMILLER, B.R: WALLIS, J.W.; ORR, J.H. -~ Production of

histidine decarboxylass and histamine by Proleus morganii.

113



Youprnal of Food Protection, 4£4: 815-820, 198i.

FINAR, I.L. - Compuestos heterociclicos com mads de un
hetercatomo. In: FINAR, 1.lL. - Estereoguimica y quimica de lo

productos naturales. 2.ed. Madrid, Ed. Alhambras, 18970.

cap 12.

FOO, L.Y. ~ Scombroid poisoning. Isclation and identification of
ssaurine’’. Jowrnal Science of Food Agriculture, 27: 807810,
1876,

FOO, L.Y. - Simple and rapid paper chromatographic method for

the simultanecus determination of histidine and histamine in

fish samples. Journal of the A.0.AC. ., 60 C1D: 183-183, 18977,

FRANK, H.A. - HistamﬁaemFofming bacteria in tuna and other
marine fish., In:FAO. Histamine in marine products: productio
by bacteria, measurement and prediction of formation. Rome,

Food and Agriculiure Organization, 1885, p.&-3. (FAO Fisheries

Technicald

FREEDMAN, E.B. & RADDA, G.K. - The reaction of 2,4,8-Lrinitre
benzenesuphonic acid with amino acids, peptides and proteins,

Biochemistry Journal, 108: 383-380C, 1508.

FRIEDMAN, M. % NOMA, A.T. - Histamine analysis on a2 single

colunm amino acid anal yzer. Journal of Chromatography, 219:

114



LEITRO, M.F.F. - Histamina em pescado e oculreos alimentos de

nrigem animal. Boletim do ITAL, Campinas, 17: (2):121-133,

18980,
LEITAO, M.F.F.: BALDINE, V. L.5. ; SALES, A M ~ Histamina am
pescado e alimentos indusirializadeos. Coletanea do ITAL

13 123-130, 12883a.

LEITRD, M.F.F.; BALDINI,V.L.S. ; UBOLDIEIRCA, M. MN.; DESTRO, M.T.
Batctérias preodutoras de histamina em pescado de origem

marinha. Copletanea do ITAL 13: 83-88, 1483

LERKE, P.A. & BELL, L.D. - A rapid fluocrometric method for the
determination of histamine in canned tuna. Journal of Food

Science, 41: 1882*1884, 1E7HE,

{TEBER, E.F. & TAYLOR, $.L - Thin-layer chromatographic
sereening methods for histamine in tuna fish. Jowrnal of

Chromatography, 183: 143-152, 1978a.

LIEBER, E.R. & TAYLOR, S.L. ~ Comparison of thin-layer
chromatographic detection methods for histamine from food

extracts. Journal of Chromatography, 180: 227-237, 1878b.
LIN, J.S.:; BARANOWSKI, J.D.; OLCOTT, H.&5. -~ Rapid thin-layer

chromatographic~densitometiric determination of histamine in

tuna. Journal of Chromatography, 130: 42856-430, 1877,

117



LUTEN, J.B. -~ An automated flucorimetric method for the
determination of histamine in canned fish products. Journal

of Food Science, 46: QS8R-089, 1941,

MIETZ, J.L. & KARMAS, E. - Chemical gualitiy index of canned
tuna az determined by high-pressure liquid chromatography.

Journal of Food Science, 42: 18S5-188, 1977,

MOKRASCH, L. C. - Use of 2,4,B-trinitrobenzensesulfonic acid feor
the estimation of amines, amine acids, and proteins in

ml xtures., Analytical Biochemistry, 18: 84-71, 19867,

MORII, H.; CANHN, D.C.; TAYLOR, L.Y. - Histamine formation by
luminous bacteria in mackerel stored at low temperatures.

HNippon Sudisan Gakkaishi, 54: 260-305, 10980,

NAKAMURA, H. & PISANO, J.J. ~ Deteclion of compounds with primary
amino groups on thin-layer plates by dipping in a fluorescamins

arition. Journal of Chromatography, 121: 789-81, 1976

MHAKAMURA, H. - Thin—layer chromatography of histidine, histamine
and histidyl peptides at plcomole level using a undgue

fluorogenic reaction with flourescamine. Journal of

Chromatography, 131: 215-2B2, 1877.

NEWMAN, P.M. & TURKNBULL J.H - A new colorimetric method feor Lhe

estimation of histidine and histamine. Biochemistiry Journal,

ils



F4: 379-382, 1980.

CKUZUMI, M. ; OKUDA,S.; AWANO, M. - Ocorrence of psyehrophilic
and halophylic histamine—forming bacteria (N-group bacteria
onsin red meat. fish., Bulletin of the Japanese Socliely of

Scientific Fisheries, 48 (8): 799-804, 1982

OMURA, Y.; PRICE, R.J.; OLCOGT, H. =, w'Histaminenﬁorming
bacteria iscolated from spolled skipjack tuna and jack

mackerer. Journal of Food Science, 43: 17791781, 1978,

PAN, S.B.; KUO, J.M.;, LUO, L.J.; YANG, H.M. - Effect of
endogencus proteinases on histamine and honeycomb formation

in mackerel. Journal of Food Biochemistry, 10: 305-308, 1988

RIEDER, N.B.; GOERTZ, N.I.; HALL, J.D.; EIDSON, M.; HULL, H.F.
Scombreoid fizh poisoning. Morbidity and Mortality Weekly

Report, Novo Mexico, 37 (283: 451, 1988

RONHBERG, A.L.; HANSSON, C.; DRAKENBERG. T.; HAKANSOM, R. -
Rezction of histamine wiih o-phthalaldehyds: isolation ared

analysis of the fluorophore. Analytical Bilochemistry, 13%:

320-837, 10640,

RONNBERSG, A.L.; HANSSON, C.; HAKANSCOH, R. ~ Higth—par{ornaroe
ligquid chromatographic deternination of histamine in

bioiogical samples alter derivation with o-phthalaldehyde.

Analytical Biochemistry., 138: 333344, 19840

119



SAGER, 0.5 & HORWITZ, ¥. - & chemical methods for the
determination aof histamine in canned tuna fish. Journal of
Agsociation of Official Agricultural Chemists, 40

C32: BRS04, 18997,

SALCGUEIRO, J.F. & MACKIE, I.M - Comparative rates of spoilage
of fillete and whole fizsh during storage of haddock

CMelanagrammus aeglefinusl) and herring CClupea harengus)

as determined by the formation of non-volatile and volatile
aminas. International Journal of Food Science and Technology,

22: 385-380, 1887a.

SALGUEIRO, J.F. & MACKIE, T.M. ~ Technical note: preliminary
survey of iLhe content of histamine and other canned fish.
International Journal of Food Science and Technology,

22: 408-412, 1887h.

SCHUTZ, DUE.; CHANG, G.W.; BJELDANES, L.F. - Rapid thin
chromatographic method for the detection of histamine in fish

products. Journal of the A.0.A C., 50 (8): 1224-1225, 14976.

SHORE, F.A., -~ Fluorometric assay of histamine. Hethod Enzimology

17 CPL. BY: 842-845, 1989,
STARUSZKIEWICE, W.F. - Fluorometric determination of histamins

in tuna: collaborative study. Journal of the A O A C., 63 C53:

113211386, 1977,

120



STARUSZKIEWICZ, W.F.; WALDRON, E.M.; BOND, J.F. - Flucrometric
deﬁerminatian of histamine in tuna: developmente of method.

Journal of the A 0. A C., 60 (83: 112351130, 1077.

STARUSZKIEWICE, W.F. % BOND, J.F. -~ Gas chromatographic
determination of cadaverine, putrescine and histamine in

foods., Journal of the A 0. A C., B4 (3): B84-501, 1081.

SCHWARTZMAN, R. M. -~ Quantitative thin-layer chromatography of
“histamine and its metabolites. Journal of Chromatography,

no: Z263-268, 1973,

TAYLOR, 5.1 & LIEBER, E.R. — Specificity and sensitivity of seven

histamine detection methods. Journal of Food Bciemnce, 42 (&)

1884~1586, 1977,

TAYLOR, 5.1. - Marine toxins of microbial erigin. Food Technolog

42 (33: 94-58, 1988,

TAYLOR, S.L.; LIEBER, E.R.; LEATHERWOOD, M. - A simplified method

for histamine analysis of foods. Journal of Food Science, 43:

L47-250, 1978,

TAYLOR, 5.1, - Histamine poisoning associated with flsh, cheese
ard other foonds. Wisconsi, World Healih Organizalion Food

Raegearch Institubte, 1088, 470,

121



UDENFRIEND, &; STEIN, 5. BOHLEM, P.;, DATEMAN, W. - Fluorsescamine
a reagent for assay of amino aclds, proteins and primary

amines in the picomole range. Science, 178: 871-B72, 1972,

VOLK. K. & GEMMER, H. - Schneller nachweis von histamin in
fischen und fischerzeugnissen mittels HPFLC., Fleischwirischaft,

62 (B8): 887-030, 1882,

WADA, 5., TAKADA, M.y KOIZUMI, <. - Quantitative analysis of
histaminpe in marine food products by gas liguid chromatography
Bulletin of the Japanese Soclely of Scientific Fisheries,

48 C113: 18871661, 19823,

WALTERS, M.J. - Determination of histamine in fish by liguid
chromatography with post-column reaction and flucromeiric

detection. Journal of the A G A C., 67 (83 104061043, 1D284.

WILLIAMS, D.W. - Histamine as a chemical index of decomposition

in fish. - Journal of the A 0. A C.; 43 (23: 431-433, 1280,

WILLTIAMS, DU W, - Report on chemical indices of decomposition in
fish (Histamine’. Journal of the A QA C., 37 (32: 567-572,

1284,

1z



