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RESUMO

Este trabalho teve como objetivo obter informacdes sobre a qualidade dos atuns
capturados na regido nordeste do Brasil. Os teores de histamina de atuns tipo
exportacdo capturados no litoral do Rio Grande do Norte pela técnica de espinhel
peldgico foram determinados de dezembro de 2007 a dezembro de 2008.
Investigou-se a eficiéncia de dois parametros objetivos de qualidade, teores de
aminas bioativas e avaliagdo cor, que foram relacionados com a classificagéo
realizada por um avaliador treinado. A influéncia da captura de peixes vivos ou
mortos sobre a qualidade da carne também foi investigada. A presenca de histamina
ndo foi detectada em 95% das 180 amostras de atum fresco analisadas. Apenas
nove amostras continham histamina em teores que variaram de 4,92 a 6,90 mg/kg.
Estes resultados indicaram que as praticas de manipulagdo e a arte de pesca
utilizadas pelas empresas do Rio Grande do Norte, Brasil, asseguraram a obtencé&o
de peixes de boa qualidade. Os teores de aminas bioativas em 68 amostras de atum
categorizadas em seis niveis de qualidade por avaliador experiente foram
determinados. Foram encontradas as poliaminas espermina e espermidina, no
entanto, os teores nao diferiram entre si indicando que esse parametro objetivo por
si s6 ndo era suficiente para distinguir os diferentes niveis de qualidade da albacora
laje e albacora bandolim. Também nao foram encontradas diferencas significativas
nos valores das coordenadas colorimétricas (CIE L*, CIE a*, CIE b* e CIE C*) nas
amostras de atum da classificagéo 1, 2+, 2H, 2, 2- e 3. As condi¢des vivo ou morto
no momento de abate demonstraram ndo exercer influéncia sobre a produgcédo de
aminas bioativas indicando que outros fatores podem estar envolvidos, porém, as
amostras encontravam-se em excelente estado de frescor, pois foram encontrados
teores significativos de espermina e espermidina, em detrimento de baixos teores de
cadaverina, putrescina, histamina, tiramina, feniletilamina, agmatina, serotonina e

triptamina.

PALAVRAS-CHAVE: atum, histamina, espinhel pelagico, préaticas de captura,

aminas bioativas, frescor, analise sensorial.



SUMMARY

The objective of this study was to obtain information regarding tuna fish quality
captured in the northwestern coast of Brazil from December 2007 until December
2008. The levels of histamine in export type tuna caught in the coast of Rio Grande
do Norte by the technique of pelagic trawl were determined. It was investigated the
efficiency of two objective parameters of quality, levels of bioactive amines and color
evaluation, which were related to the classification performed by a trained evaluator.
The influence of the capture of live or dead fish on the quality of meat was also
investigated. Among the 180 samples of fresh tuna analyzed, 95% did not contain
histamine. Only nine samples contained histamine at levels that ranged between
4.92 and 6.90 mg/kg. The results indicated that the practices of handling and fishing
gear used by companies of Rio Grande do Norte, Brazil, ensured the achievement of
good quality fish. The levels of bioactive amines in 68 samples of tuna categorized
into six levels of quality by experienced painelist were determined. The polyamines
(spermine and spermidine), were found, however, the levels did not differ suggesting
that this parameter objective in itself was not sufficient to distinguish the different
levels of quality of yellowfin tuna and bigeye tuna. No significant differences were
found in the values of the colorimetric coordinates (CIEL*, CIEa*, CIEb* and CIEC?)
in samples of tuna classification 1, 2+, 2H, 2, 2- and 3. The conditions dead or alive
at the time of slaughter showed no influence on the production of bioactive amines
indicating that other factors may be involved. However, the samples were in excellent
state of freshness, because were found significant levels of spermine and
spermidine, rather low levels of cadaverine, putrescine, histamine, tyramine,

phenylethylamine, agmatine, serotonin and tryptamine.

KEY-WORDS: tuna, histamine, pelagic trawl, capture practices, bioactive amines,

freshness, sensory analysis.



INTRODUCAO GERAL

Com base em dados da Food and Agriculture Organization (FAO) constata-se
que a pesca e a aquicultura constituem um dos segmentos agropecuarios mais
importantes a nivel mundial, tendo em vista que o comércio internacional de pescado
movimenta mais de 70 bilhdes de délares por ano. Também é considerada uma das
atividades econOGmicas mais promissoras, por causa da tendéncia das pessoas
substituirem o consumo de carnes vermelhas pelos produtos pesqueiros. O
consumo per capita de pescado é de 12,5 kg por ano, porém, estima-se que alcance
um valor médio de 22,5 kg até 2030, o que vai gerar uma demanda adicional de 100
milhdes de toneladas de pescado.

Existe uma grande variedade de produtos pesqueiros no mercado
internacional, porém, se destaca a grande aceitacdo pela carne de atuns, que sdo
preferencialmente consumidos na forma “sashimi” ou produtos enlatados. Todavia,
esses produtos necessitam atender os padrdes higiénico-sanitérios exigidos pelas
autoridades sanitérias e os requisitos sensoriais apreciados pelo consumidor.

A captura de atuns normalmente € realizada por empresas de grande porte em
virtude da necessidade de um grande investimento para aquisicdo, adaptagéo e
manutencdo dos barcos, compra de iscas, 6leo diesel, contratacdo de mao-de-obra
e producédo de gelo em quantidade suficiente para armazenar os peixes durante o
periodo do cruzeiro (~20 dias).

A qualidade do atum é um fator decisivo na sua comercializagéo, afinal, os
consumidores n&o hesitam em pagar mais caro por um produto de melhor qualidade.
As principais caracteristicas sensoriais observadas no atum s&o a cor, textura,
frescor e sabor. Algumas empresas estao contratando especialistas para executar a

avaliacdo sensorial dos atuns e classificad-los em diferentes niveis de qualidade com



0 objetivo de envia-los a diferentes mercados com precos distintos. Porém, a analise
sensorial executada por esses classificadores ndo segue uma metodologia
sistematizada, criando a necessidade de realizar estudos sobre métodos objetivos
gue possam substituir a atual metodologia.

Grande parte dos métodos quimicos de avaliagdo da qualidade do pescado se
fundamenta nas alteragbes quantitativas ou qualitativas dos compostos da fragéo
nitrogenada ndo protéica do musculo, como por exemplo, o teor de bases
nitrogenadas (amonia, trimetilamina, dimetilamina) e os teores de aminas bioativas.
Estes ultimos sdo compostos ndo volateis, normalmente presentes em baixas
concentracdes nos alimentos protéicos, mas que podem ser progressivamente
produzidas e acumuladas durante o armazenamento. Com o objetivo de exercer
maior controle sanitario sobre alimentos importados, recentemente, a Unido
Européia estabeleceu barreiras a exportacdo de pescado de paises que néo
efetuam a analise dos teores de histamina muscular, principalmente nos peixes da
familia Scombridae, como os atuns e afins. Tal exigéncia deve ser cumprida em
todos os lotes de atum, além de que as andlises devem ser efetuadas por
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE). Entdo, tendo em vista a grande
competitividade do mercado internacional, as crescentes exigéncias dos paises
importadores, bem como a escassez de dados referentes aos teores de histamina e
outras aminas bioativas, faz-se necessério avaliar a qualidade do atum capturado no

Brasil que é destinado a exportagéo.



OBJETIVOS

1 Objetivo geral

A avaliar a qualidade de atuns tipo exportagdo capturados pela técnica de

espinhel pelagico no litoral de Pernambuco e Rio Grande do Norte.

2 Objetivos especificos

e determinar os teores de histamina muscular em atuns tipo exportagédo
capturados no periodo de dezembro de 2007 a dezembro de 2008 no litoral

do Rio Grande do Norte;

e avaliar o grau de frescor de duas espécies de atum baseado nos teores de

aminas bioativas;

e determinar as coordenadas colorimétricas de duas espécies de atum

agrupadas em seis categorias por meio de andlise sensorial;

e investigar a influéncia da condi¢géo vivo ou morto no momento de abate sobre
a producdo de aminas bioativas em duas espécies de atuns capturadas pelo

espinhel pelagico.



REVISAO DA LITERATURA

Os atuns constituem um importante recurso pesqueiro mundial, tendo em vista
que seus cardumes podem ser explorados simultaneamente em varios paises
distribuidos pelos oceanos Pacifico, indico e Atlantico (HAZIN, 2006). S&o peixes
gue possuem uma elevada demanda no mercado internacional, por serem muito
utilizados na industria de alimentos enlatados. Também séo bastante apreciados
pelos consumidores quando servidos como “sashimi” (RUIZ-CAPILLAS & MORAL,

2005).

7

O “sashimi” é uma iguaria tipica da culinaria japonesa que se difundiu
mundialmente. E preparado pelo corte de finas fatias de peixe, sendo servido cru
com molhos a base de soja ou “wasabi” (figura 1) (VECIANA-NOGUES, MARINE-

FONTE & VIDAL-CAROU, 1997a).

Figura 1. “Sashimis” produzidos com carne de salmédo, atum e namorado, servido com molho a base
de soja. Fonte: MERCADO DA PESCA (2008).



O “sashimi” pode ser preparado com a carne de salmdo, namorado, cavala,
badejo, e Meca. Contudo, os atuns se destacam por apresentarem uma carne de
coloragéo rosada em virtude da grande quantidade de miopigmentos presente na

carne (SANCHEZ-ZAPATA et al., 2008).

1. Caracteristicas gerais dos atuns

Os atuns pertencem a familia Scombridae, que se divide em 15 géneros e 48
espécies, das quais se destacam a albacora bandolim (Thunnus obesus), a albacora
laje (Thunnus albacares), o bonito de barriga listrada (Katsuvwonus pelamis), a
albacora branca (Thunnus alalunga) e a albacora azul (Thunnus thynnus). Estas
espécies representam cerca de 80% das capturas mundiais dos tunideos (BRILL et

al., 2005).

S0 peixes teledsteos, de grande voracidade e altamente migratorios. Se
explorados adequadamente podem formar grandes cardumes, por causa do elevado
ritmo de reproducgdo e alta taxa de crescimento, tanto em comprimento quanto em
peso (COLLETE, 1995). Habitam as &guas tropicais e subtropicais dos oceanos e
costumam realizar amplos movimentos horizontais e verticais, na busca por
temperaturas que variam de 18 a 31 °C. S&o peixes oportunistas, se alimentam de
peixes, cefalépodos e crustdceos (BERTRAND, BARD & JOSSE, 2002). Possuem
um sistema circulatorio peculiar, pois conseguem realizar uma eficiente troca de
calor com 0 meio, a ponto de conseguir elevar a temperatura corporal acima daquela

registrada na agua (BRILL et al., 2005).



2. Caracteristicas da albacora bandolim (Thunnus obesus)

z

A albacora bandolim é uma espécie de atum epi e mesopelagica, com
distribuicdo cosmopolita, entretanto, a temperatura da 4gua e o teor de oxigénio
dissolvido constituem os fatores determinantes para sua localizagdo no mar. S&o
encontrados em aguas com temperaturas que variam de 17 e 22 °C. E um peixe
comprido, que pode alcancar até 250 cm, no entanto, sdo normalmente capturados

na faixa de 40 a 170 cm (FONTENEAU et al., 2005).

Costumam ser freqlientemente capturados junto com exemplares da albacora
laje, principalmente quando a arte da pesca € a rede de cerco. O inconveniente é
gue, quando jovens, esses atuns sao bastante parecidos, dificultando a identificagcéo
da espécie. Porém, algumas pessoas mais experientes conseguem fazer a distingdo
das espécies por meio da identificagdo de manchas brancas em linha na regido
ventral do peixe, que costumam ser retas na albacora bandolim e curvas na albacora

laje (FONTENEAU et al., 2005).

Os exemplares adultos s&o identificados pela coloragdo do corpo, pois a
albacora bandolim é azul-escuro metalico na regido dorsal, suas nadadeiras
peitorais sdo amarelo-escuro, enquanto a nadadeira anal € prateada. Além disto,
existe uma linha azulada iridescente nos dois lados do corpo (figura 2)

(FIGUEIREDO, 2007).



Figura 2. Albacora bandolim (Thunnus obesus). Fonte: FIGUEIREDO (2007).

3. Caracteristicas da albacora laje (Thunnus albacares)

A albacora laje também é uma espécie epi e mesopelagica, que pode ser
encontrada nas aguas tropicais dos Oceanos Atlantico, Pacifico e Indico. Seus
exemplares mais jovens habitam aguas superficiais, enquanto os adultos realizam
amplos movimentos verticais na busca de temperaturas proximas a 22 °C. Podem
alcancar até 239 cm, mas comumente sdo capturados de 30 e 170 cm (PEREIRA,

2007).

A identificacdo dos peixes adultos também é realizada pela coloracéo do corpo
do animal. A regido dorsal é azul-escuro metélico, a primeira nadadeira dorsal tem
uma intensa cor amarela, e a segunda nadadeira dorsal bem como a nadadeira anal

é amarelo claro (figura 3) (COLLETE, 1995).



Figura 3. Albacora laje (Thunnus albacares). Fonte: FIGUEIREDO (2007).

4. Historico, estatistica e modalidades de pesca dos atuns

Com origens desde a antiguidade, na Grécia Classica e no Império Romano, os
atuns sdo os principais representantes do grupo pesqueiro denominado de atuns e
afins que inclui outras espécies associadas a sua captura, como o0s agulhdes
pertencentes a familia Istiophoridae e Xiphiidae, e os tubardes, em sua maioria,

representantes da familia Carcharhinidae (FISHTEC, 2003).

Registra-se que anualmente sejam capturados cerca de quatro milhdes de
toneladas de atum distribuidas pelos oceanos Pacifico (65%), Indico (21%) e
Atlantico (14%). O Japdo € considerado o maior produtor mundial, sendo
responsavel por 18% do volume total capturado. Em segundo lugar esta a Unido
Européia através da producdo da Espanha, Franca, Italia e Portugal com 13%,
entretanto, 90% dessas capturas sao realizadas por navios franceses e espanhdis.
Em seguida, se destacam Taiwan (11%), Indonésia (9%), Koréia do Sul (6%) e

Filipinas (5%) (ICCAT, 2006).



No oceano Atlantico, sdo capturadas anualmente cerca de 600.000 toneladas
de atuns e afins. O Brasil produz cerca de 40.000 toneladas, representando apenas
6,66% das capturas realizadas no oceano Atlantico, mas que, em nivel mundial,

torna-se insignificante.

De acordo com a caracteristica altamente migratoria dos atuns, pode-se dizer
que ndo existe uma espécie genuinamente brasileira. Entretanto, existem os peixes
de origem brasileira por serem capturados por embarcagbes nacionais ou
estrangeiras arrendadas, e que foram desembarcados nos portos do pais (HAZIN,

2006).

Historicamente, a pesca de atuns e afins teve seu inicio no Brasil em 1956,
quando embarcagdes japonesas iniciaram suas atividades no porto do Recife, PE
(OLIVEIRA et al.,, 2007). Porém, diversos entraves politicos e econdmicos
provocaram a suspensdo da atividade no periodo de 1964 até 1975 (PEREIRA,
2007). Todavia, o arrendamento de barcos coreanos permitiu a retomada da captura
de atuns na regido Nordeste a partir de 1976 (HAZIN, 2006). A utilizacdo de
embarcacdes nacionais adaptadas a pesca por meio do espinhel de multifilamento
nos anos 80 permitiu a consolidacdo da pesca de atuns no Brasil (NEVES, BASTOS
& NEVES, 2001). Mas em 1996, esse tipo de espinhel foi substituido pelo de
monofilamento que é comumente conhecido por espinhel peldgico (FIGUEIREDO,

2007).

Atualmente, o Brasil é o Unico pais do Atlantico sul que ainda captura atuns
atravées da modalidade de vara e isca viva. A modalidade de cerco ocorre
esporadicamente, sendo realizada por traineiras licenciadas para pesca de sardinha

verdadeira. Outra técnica utilizada desde a década 60 é o “Fish Attraction Devices”



(FADs), que utiliza boéias fundeadas em posi¢cdes conhecidas, facilitando o acesso
das embarcacdes e reduzindo o consumo de 6leo diesel (SCHROEDER &
CASTELLO, 2007). O tamanho dos peixes capturados varia de acordo com a arte de
pesca utilizada, ou seja, de médio a grande porte (45-50 kg) na pesca com espinhel,
pequeno a médio (20-30 kg) em barcos com vara e isca viva, e pequenos (5-10 kg)

na pesca com rede de cerco (ICCAT, 2006).

5. A pescade atuns pelo espinhel pelagico

O espinhel pelagico, também conhecido como de monofilamento, consiste
numa linha principal de nylon de alta resisténcia, com cerca de 80 km, da qual

partem linhas secundarias com anzoéis de 1500 a 2.200 no total (figura 4).

Figura 4. Espinhel de pelagico ou de monofilamento.



O espinhel peladgico é langcado com iscas tingidas com cores brilhantes,
principalmente lulas (lllex argentinus), que estéo presas a bastdes luminosos com a
finalidade de atrair os peixes. Atingem profundidades que variam de 45 a 80 m,
sendo lancados apés o por-do-sol por causa do comportamento das espécies-alvo
que sdo os grandes peixes que habitam &guas superficiais e profundas, ou seja,

peixes pelagicos e demersais, respectivamente (NEVES, BASTOS & NEVES, 2001).

6. Praticas de manipulagdo do pescado

A qualidade da carne dos atuns depende de mdltiplos fatores relacionados com
sua captura e posterior manipulagdo (ROBB, KESTIN & WARRIS, 2000). Para
produzir a carne almejada pelo consumidor tem-se a necessidade de executar um
planejamento cuidadoso que engloba toda estrutura de pesca, beneficiamento a
bordo, processamento no entreposto, além das operacdes de logistica para
distribuicdo e comércio, afinal, eventuais falhas poderdo prejudicar de maneira
consideravel e irreversivel a qualidade da carne (SANTOS, MEIRELES & ARAUJO,

2006).

Por ser considerado um alimento altamente perecivel, a carne dos atuns deve
ser manipulada sob cuidados especiais. De modo semelhante a carne dos
mamiferos, essa carne pode se alterar por autdlise, atividade bacteriana e/ou
oxidagdo. O musculo do pescado é mais susceptivel & deterioracdo, tendo em vista
que o processo autolitico € mais rapido e sua reacdo menos &cida favorece a

contaminag&o microbiana (VIEIRA et al., 2004).



Logo que o atum morre, seja quando é retirado da agua ou ndo, acontecem
vérias transformagdes bioquimicas. Estas provocam sua deterioracdo que €
entendida como todas as alteracdes inaceitaveis que ocorrem depois da morte.
Estas alteracdes acontecerdo independentemente da forma como o peixe €
manuseado. Porém a velocidade com que estas se instalam pode ser reduzida, até
certa extensdo, para manter o alto grau de frescor de modo que a etapa posterior de

processamento seja possivel (LEITAO, 1994).

Pode-se dizer que a velocidade e a extensdo da decomposi¢do autolitica do
pescado sdo menos acentuadas do que aquelas ocasionadas por deterioragcéo
microbiana (ASHIE, SMITH & SIMPSON, 1996). A autdlise normalmente esta
relacionada ao desenvolvimento de compostos responsaveis pelo “flavour” do
pescado, mas também se inicia a deterioragcdo microbiana, ja que o ataque
microbiano praticamente ndo ocorre enquanto ndo houver cessado o periodo de
rigor mortis. Dessa forma, quanto mais se retardar o rigor mortis, maior serd o

periodo da conservagéo do pescado (KUHN & SOARES, 2002).

O término do rigor mortis pode ser acelerado pelo desgaste fisico que precede
a morte do peixe, sendo ocasionada pela falta de oxigénio, elevacdo de temperatura
corporal e intensa modificacdo da atividade metabodlica (JERRET, STEVENS &
HOLLAND, 1996). Os atuns, em particular, s&o muito sensiveis a estas mudancgas,
uma vez que dispdem de um indice metabdlico bastante elevado, que se soma com
o grande teor de gordura, proporcionando a elevagéo da sua temperatura acima de
10 °C da registrada na agua (BRILL et al., 2005). Segundo Soto et al. (2006), a
deterioragdo do pescado acontecerd independente da origem ou procedéncia do

pescado, porém a velocidade dessas alteragfes varia bastante entre as espécies.



Sabe-se que o método de captura tem uma forte influéncia sobre a qualidade
da carne do pescado, tendo em vista que exerce efeito sobre o tempo de rigor mortis
(SOTO et al., 2006). O forte estresse, ocasionado quando o peixe é fisgado pelas
redes de cerco ou anzois, promove o0 consumo das reservas de glicogénio muscular
a fim de suprir a demanda de adenosina trifosfato (ATP), o qual é suprido
normalmente pela glicélise aerébia com participacao do oxigénio (VIEIRA, 2004). No

entanto, a glicélise anaerdbia produz acido lactico que se acumula, reduzindo o pH

muscular (COLE et al., 2003).

De acordo com Soto et al. (2006), as praticas de captura e abate utilizados na
manipulacdo do atum provocam um forte estresse que € responsavel pelos
diferentes niveis de qualidade da carne. Dessa forma, sdo comumente utilizadas
praticas de captura e manipulacdo pds-captura que minimizam o0 estresse e
garantem a qualidade do pescado até o consumo (atordoamento, evisceracao,

descabegamento, acondicionamento e conservagao (figura 5).

Figura 5. Fluxograma de manipulacéo pés-captura do atum.



7. Avaliagdo da qualidade e frescor do atum

A qualidade e o frescor da carne do atum normalmente s&o julgados pela
intensidade da cor vermelho brilhante do muasculo, constituindo uma importante
caracteristica analisada pelo consumidor no momento da compra, especialmente
quando se destinam a preparacao de “sashimi” (VIRIYARATTANASAK et al., 2008).
Biologicamente, a intensidade dessa cor depende da concentragdo da mioglobina
muscular, bem como de seu estado de oxi-redu¢céo (SMULEVICH et al., 2007). A
mioglobina é uma proteina essencial para o armazenamento de oxigénio muscular
dos animais e sua concentracdo pode variar em fungéo da espécie, idade, nivel de
atividade fisica, bem como a maneira de como a carne é tratada (MANCINI & HUNT,

2005).

A cor vermelha brilhante da carne é resultante da reagdo da mioglobina com o
oxigénio formando a oximioglobina. Porém, durante o armazenamento, a cor
vermelha vai mudando gradualmente até tornar-se marrom como resultado da
formacdo da metamioglobina (ABRIL et al., 2001). Além da cor, outros aspectos
avaliados na carne do atum sdo a analise da textura, translucidez, teor de gordura e
frescor da carne (SMULEVICH et al.,, 2007). Rotineiramente, as empresas que
processam atum efetuam a andlise da qualidade da carne pela coleta de amostras
na regido da nadadeira peitoral através da introducdo de um tubo metélico até
alcancar a base O6ssea. A observacdo desse material permite os classificadores
separarem os atuns em diferentes niveis de qualidade e, dessa forma, facilitar a

distribuicdo nos diferentes mercados (MATEO et al., 2005).



Percebe-se que a qualidade da carne do peixe fresco é avaliada principalmente
por meio de métodos sensoriais. Também sdo comumente utilizados os testes
microbiol6gicos e as andlises fisico-quimicas (RUIZ-CAPILLAS & MORAL, 2005).
Entretanto, devido a subjetividade dos métodos sensoriais e a demora e 0 custo
elevado para execucdo dos testes microbiolégicos, métodos quimicos que
quantifiquem os produtos derivados da atividade enzimatica enddgena ou
microbiana tém sido desenvolvidos e empregados na avaliagdo da qualidade do
frescor do pescado (VECIANA-NOGUES, MARINE-FONT & VIDAL-CAROU, 1997b).
Muitos indices quimicos de qualidade estdo baseados nas altera¢des qualitativas e
quantitativas de compostos da fracdo nitrogenada néo protéica do masculo (MIETZ
& KARMAS, 1978). Entdo, a deteccdo de alteragbes progressivas destas
substancias no musculo do pescado durante o armazenamento € o primeiro requisito
para considerar tais substancias como potenciais indices de qualidade (MIETZ &

KARMAS, 1977).

O teor de bases nitrogenadas volateis (amonia, dimetilamina e trimetilamina)
tem sido empregado como indice de frescor do pescado (RUIZ-CAPILLAS &
MORAL, 2001). Entretanto, existem controvérsias sobre a efetividade desses
pardmetros, uma vez que em algumas espécies de pescado, alteracdes
significativas dessas substancias somente ocorrem quando 0s sinais de deterioragao
s&o perceptiveis sensorialmente (LAPA-GUIMARAES, 2005). Uréia e triptofano livre
também tém sido utilizados como indice de frescor para invertebrados marinhos,
mostrando resultados bastante promissores (RAWLES, FLICK & MARTIN, 1996;
ARAUERSWALD, MORREN & LOPATA, 2006). Outras substancias utilizadas na
avaliacdo do frescor do pescado sdo as aminas biogénicas (BAIXAS-NOGUERAS et

al., 2002). Tais substancias sdo aminas ndo volateis, que estdo presentes em



baixas quantidades nos alimentos,

podendo ser

produzidas durante o

armazenamento dependendo da disponibilidade de amino&cidos, da presenca de

bactérias capazes de descarboxilar aminoacidos e de condi¢Bes favoraveis para o

crescimento bacteriano, producéo e atividade enzimatica (HALASZ et al., 1994).

8. Aminas bioativas

As aminas bioativas ou biologicamente ativas sdo bases organicas de baixo

peso molecular que podem ser alifaticas, aliciclicas ou heterociclicas (figura 6)

(GLORIA et al., 1999).
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Séo formadas por processos bioquimicos, participam de fungdes metabdlicas e
fisiologicas importantes nos organismos vivos (ARLORIO, COISSONM &
MATINELLI, 1998). Podem ser encontradas em alimentos de origem animal, vegetal
bem como em alimentos fermentados (BRINK et al., 1990; HALASZ et al., 1994). A
denominacdo das aminas bioativas, em sua maioria, € fungdo dos aminoacidos
precursores, como por exemplo, a histamina, tiramina e triptamina que se originam
da histidina, tirosina e triptofano, respectivamente (BALDINI, 1982). Porém, os
nomes da cadaverina e putrescina, originam-se do fato destas aminas terem sido
encontradas em produtos em decomposi¢do ou putrefagcdo (ARNOLD & BROWN,
1978). J& a espermina e espermidina se referem ao fluido seminal, de onde foram

isoladas pela primeira vez (LARQUE, SABATER-MOLINA & ZAMORA, 2007).

As aminas bioativas podem ser classificadas em fung¢@o da via biossintética
que Ihes deu origem em poliaminas naturais que séo sintetizadas na medida em que
sdo requeridas, como por exemplo, a espermidina e a espermina. Podem ser
biogénicas, quando séo formadas por reacdes de descarboxilagdo conduzidas por
descarboxilases bacterianas como, por exemplo, a histamina, serotonina, tiramina,
feniletilamina, triptamina, putrescina, cadaverina e agmatina (SHALABY, 1996).
Com relagéo a fung@o que exercem, as aminas bioativas podem ser classificadas em
moduladoras e promotoras do crescimento (espermidina e espermina) por atuarem
no crescimento e manutencdo do metabolismo celular, e em vasoativas e
neuroativas (tiramina, histamina e serotonina) devido ao seu efeito nos sistemas

vascular e neural (ELIASSEN et al., 2002).



8.1. Formagéo das aminas bioativas

As aminas bioativas podem ser formadas por transaminacdo de aldeidos ou
cetonas, hidrédlise de compostos nitrogenados, decomposicao térmica ou
descarboxilagdo de aminoacidos, sendo esta a principal via de formacéo
(BARDOCZ, 1995). Neste ultimo caso, a formagdo de aminas biogénicas esta
condicionada a disponibilidade de aminoacidos livres, presengca de microrganismo
descarboxilase positivo e também as condi¢cdes favoraveis para o crescimento

bacteriano, sintese e acao de enzimas descarboxilantes (SHALABY, 1996).

Os microrganismos com atividade descarboxilante sobre os amino4cidos
podem fazer parte da microbiota associada ao alimento, serem introduzidos para
obtencdo de produtos fermentados, ou ainda por contaminagdo antes, durante ou
depois do processamento (BRANDAO, 1996). Entdo, a quantidade e o tipo de
aminas presente nos alimentos dependem da natureza, origem, etapas de

processamento e microrganismos presentes (ABABOUCH et al., 1991b).

Dentre o0s géneros bacterianos capazes de descarboxilar um ou mais
aminoacidos estdo incluidos os Bacillus, Citrobacter, Clostridium, Escherichia,
Klebsiella, Lactobacillus, Pediococcus, Photobacterium, Proteus, Pseudomonas,
Salmonella, Shigella e Streptococcus (ABABOUCH et al., 1991a). Espécies de
Enterobacteriaceae produzem histamina, tiramina, putrescina e cadaverina (TSAI et
al., 2004). Em peixes, Morganella morgani, Klebsiela pneumonia, e Hafnia alvei séo

consideradas proficuas formadoras de histamina (TSAI et al., 2005).

Fatores como temperatura, pH do meio, tensdo de oxigénio, presenca de

vitaminas e coenzimas, concentragdo de aminoacidos livres e de carboidratos



fermentaveis podem influenciar na producdo de aminas pelos microrganismos (VALE

& GLORIA, 1997).

7

Em meio &cido (pH 2,5 a 6,5), a producdo de aminas é estimulada como
mecanismo de protecdo da bactéria, devido ao fato de que altas concentragfes do
fon H* tornam-se prejudiciais ao microrganismo fazendo com que este sintetize as

enzimas descarboxilases (BECKER et al., 2001).

Com relacdo a temperatura, as descarboxilases s&o mais ativas em
temperaturas inferiores a 30 °C, acima de 40 °C sao inativadas e na faixa de 0 a 10

°C, a atividade dependera da microbiota presente (GUIZANI et al., 2005).

8.2. Func¢des das aminas bioativas

Estudos com microrganismos, animais e plantas tém demonstrado a
importancia das aminas bioativas no metabolismo e crescimento (CONCA et al.,
2001). As poliaminas atuam como reservas de nitrogénio, substancias naturais de
crescimento de microrganismos e de vegetais, atuam como hormoénios ou fatores de
crescimento, aceleram o processo metabdlico, participam na regulacdo da secrecdo
gastrica, na contracdo e relaxamento do musculo liso, sdo biomoduladores e
estimulam os neurbnios sensoriais, motores e cardiovasculares (HERNANDEZ-

JOVER et al., 1997).

As poliaminas sdo indispensaveis as células vivas, desempenhando papel
importante em diversas fungfes fisiolégicas de humanos e animais (KALAC &

KRAUSOVA, 2005). Espermidina e espermina estio envolvidas na sintese de DNA,



RNA e de proteinas, na estabilizacdo das membranas, e s&o essenciais no
crescimento e duplicacdo das células (KALAC et al, 2005). Espermina e
espermidina também tém implicagbes na renovacdo e funcionalidade do trato

digestivo e na maturagéo da mucosa intestinal (KALAC, 2006).

Algumas aminas sdo psicoativas ou vasoativas. A histamina, serotonina,
dopamina, adrenalina e noradrenalina s&o psicoativas e atuam como
neurotransmissoras no sistema nervoso central (BARROS et al.,, 1997). As
vasoativas atuam direta ou indiretamente no sistema vascular, podendo ser

vasoconstritoras ou vasodilatadoras (ONAL, 2007).

Tiramina, feniletilamina, isoamilamina, dopamina, adrenalina, noradrenalina e
triptamina causam um aumento na pressdo sanglinea por constricdo do sistema
vascular e aumento da velocidade e da forca da contragdo cardiaca (BORADE,

BALLARY & LEE, 2007).

A histamina causa vasodilatacdo, reduz a pressdo sanguinea, aumenta a
contracdo e a velocidade do batimento cardiaco, atua na contragdo e relaxamento
do masculo liso, na regulagcdo da secrecdo géstrica e como estimulante dos

neurdnios dos sistemas motor e sensorial (MIKI, ISHIKAWA & OKAYAMA, 2005).

8.3. Aspectos toxicoldgicos das aminas bioativas

As aminas s&o substancias importantes na dieta humana, pois desempenham
funcdes fisioldégicas essenciais (MOINARD, CYNOBER & BANDT, 2005). Sendo

assim, as aminas em baixas concentracdes geralmente ndo apresentam risco a



saude humana (KHUHAWAR & QURESHI, 2001). Entretanto, quando ingeridas em
elevadas concentragBes ou quando o sistema de catabolismo das aminas € inibido,

podem causar efeitos téxicos (KIM et al., 2000).

Quando tais substancias estdo presentes nos alimentos, sdo rapidamente
metabolizadas no organismo por conjugagédo ou mediante reagdes de oxidagdo por
aminoxidases, como as monoaminoxidases (MAO), as diaminoxidases (DAO) e as

poliaminoxidases (PAO) (SMITH, MOGRIDGE & SOUSADIAS, 1996).

Dentre os fatores que interferem no catabolismo das aminas, tem-se a
deficiéncia genética, a inibicdo por agentes farmacolégicos inibidores da MAO ou de
substéancias potencializadoras como as aminas putrescina, cadaverina, tiramina,
triptamina, feniletilamina, espermidina e espermina. O etanol também pode atuar
como inibidor da MAO, intervindo no metabolismo das catecolaminas, tiramina e

feniletilamina (HALASZ et al., 1994).

A mais freqliente intoxicagdo causada por aminas biogénicas envolve a
histamina (YEH, LIN & HWANG, 2006). A intoxica¢do histaminica resulta da ingestao
de alimentos que contém altos teores de histamina (VINCI & ANTONELLI, 2002).
Os principais sintomas séo erup¢des na pele, nauseas, dor de cabeca, palpitacdes,
vomitos, dores abdominais, distlrbios respiratérios e taquicardia e em casos mais
severos pode ocorrer o edema de glote (TAYLOR, 1986). O principal alimento

envolvido nesta intoxicacdo é o peixe (CHANG et al., 2008).

As aminas putrescina e cadaverina podem potencializar o efeito toxico da
histamina, por inibir as enzimas DAO, aumentando o seu transporte através da
parede gastrintestinal (TAYLOR, 1986). A presenca destas substancias

potencializadoras pode explicar porque, em alguns casos, peixes sdo mais toxicos



gue a mesma quantidade de histamina quando ingerida sozinha (SILVEIRA et al.,

2001).

Os niveis toxicos das aminas bioativas para humanos sdo ainda incertos
(BRINK et al., 1990). Para histamina, a dose toxica em alimentos é de 10 mg/100 g
de alimento e em bebida alcodlica 2 mg/L (SOARES et al., 1998). Entretanto,
individuos sensiveis a histamina, asmaticos ou portadores de Ulcera sdo mais

susceptiveis aos efeitos toxicos da histamina (SOARES & GLORIA, 1994).

A tiramina é a segunda amina envolvida em intoxicagdes alimentares. Em
concentracdes elevadas pode causar cefaléia, febre, vomito, transpiracéo,
inflamag@o cutanea, dores de cabeca e aumento da pressdo sanguinea
(ANDERSON, 2008). Em pacientes em tratamento com inibidores da MAO, a
tiramina pode causar enxaqueca, induzir hemorragia cerebral e parada cardiaca

(ARNOLD & BROWN, 1978).

As aminas triptamina e 2-feniletilamina, da mesma forma que a tiramina,
podem provocar dor de cabeca, enxaqueca, aumentar a pressdo sanguinea, devido
a constricdo do sistema vascular, e a taxa da contra¢do, enquanto que a tiramina e
serotonina podem causar crises hipertensivas e hemorragia intracraniana (LEHANE

& OLLEY, 2000).

8.4. Aminas biogénicas como critério de qualidade

Na maioria dos alimentos ricos em proteinas e aminoacidos submetidos a

condigdes favoraveis ao crescimento microbiano, pode-se ter a formacdo de aminas



biogénicas (LEUSCHNER et al., 1998). Os tipos e teores de aminas formadas irdo
depender do alimento e da microbiota presente, j& que podem ser formadas em
alimentos por enzimas de bactérias contaminantes devido a condigdes higiénico-

sanitarias inadequadas (LIMA et al., 2006).

Assim sendo, podem ser utilizadas como parédmetro ou critério de qualidade,
refletindo a m& qualidade das matérias-primas utilizadas e/ou das condi¢des
higiénicas prevalentes durante a fabricacdo de certos produtos (MIETZ & KARMAS,
1977). Podem também ser utilizadas como um indicador do alimento deteriorado,
uma vez que a deterioragdo microbiana pode ser acompanhada pelo aumento da
producédo de descarboxilases (MALE, VALLE & BOUQUELET, 1996). Uma
vantagem da utilizagdo de aminas como critério de qualidade reside no fato destas
serem termo-resistentes, permanecendo no alimento mesmo apoOs tratamento

térmico (GLORIA et al., 1999).

8.5. Aminas bioativas em peixe

Sob condic¢des fisioldgicas normais, os musculos de peixes frescos contém
teores significativos de espermidina e espermina, teores baixos de putrescina e
tracos de histamina (FRATINI & LIONETTI, 1998). Diversos fatores podem interferir
nos teores de aminas em peixes, dentre eles, época do ano, genética, ambiente,
sexo, estagio fisioldgico e tecido amostrado (ABABOUCH et al., 1991b; VECCIANA-
NOGUES et al., 1997b). Peixes escombrideos, como atum, bonito e cavala sdo
particularmente susceptiveis a formacdo de histamina uma vez que contem teores

elevados de histidina livre. Entretanto, peixes de outras familias (Scomberesocidae,



Pomatomidae, Coryhaenidae, Carangidae, Clupeidae and Engraulidae) também s&o
susceptiveis de formacdo desta amina (ARNOLD & BROWN, 1978; TAYLOR, 1986;

CE, 1991; CDC, 2008).

A microbiota do peixe também exerce um fator relevante na formagéo de
aminas (ALIMELLI et al.,, 2007). A microbiota, por sua vez, pode ser transiente,
variando em funcdo do ambiente, dieta e condi¢cbes higiénico-sanitarias durante a

captura, manuseio, processamento e armazenamento (BEN-GIGIREY et al., 2000).

Outros fatores que podem influenciar os teores de aminas no peixe incluem
local de captura, temperatura do ar e da agua, praticas de manuseio pés captura,
sistemas e velocidades de resfriamento e congelamento, e condi¢cdes de

armazenamento (ARNOLD & BROWN, 1978; FDA, 1995).

Varios estudos demonstraram que a temperatura de armazenamento do peixe
é um fator critico na formagdo de histamina e outras aminas no tecido muscular do
peixe (RUIZ-CAPILLAS & MORAL, 2001; SILVEIRA et al., 2001; GUIZANI et al.,
2005). A refrigeracdo rapida e ininterrupta do peixe apdés a captura é, portanto,
primordial para se obter um peixe de boa qualidade (VECCIANA-NOGUES et al.,

1997D).

O Food and Drug Administration (FDA,1995) informa que o resfriamento rapido
do peixe, imediatamente apos a captura, é a melhor estratégia para limitar a
formacdo de histamina em peixes. Afirma também que a temperatura interna dos
mesmos deve ser reduzida a 10 °C ou menos em 6 h ap6s a morte e que o

resfriamento de 10 a 4.4 °C ou menos nao deve exceder 18 h.



De acordo com Gldria et al. (1999), a permanéncia de peixes em temperaturas
superiores a 4 °C reduzem significativamente a vida de prateleira do peixe. Desta
forma, a manutencdo das condi¢cdes higiénico-sanitarias e de refrigeracdo séo
essenciais para prevenir a formacdo de aminas. Falhas eventuais nesta cadeia

podem propiciar o crescimento de microrganismos e elevagao nos teores de aminas.

Para assegurar a prote¢do a saude do consumidor, o FDA (Food and Drug
Administration) revisou o guia de conformidade para decomposi¢do e intoxicagao
histaminica em 1995, onde ficou estabelecido que o peixe pode ser considerado

deteriorado quando os teores de histamina situarem em 50 mg/kg (FDA, 1995).

Para a Unido Européia (EU), um nivel aceitavel de 100 ppm foi estabelecido
para histamina em atum e outros peixes pertencentes as familias Scombridae e
Scombreresocidae. Mas, devido ao efeito potencializador de outras aminas no efeito
toxico da histamina, a UE recomenda o uso de cromatografia liquida de alta

eficiéncia para a determinacéo dessas aminas (CE, 1991).

9. A cor como atributo de qualidade da carne

A cor € um atributo visual resultante da combinag¢édo de compostos cromaticos
e acromaticos. Sua percepcdo ndo depende apenas da cor fisica do objeto, mas
também, do seu tamanho, forma e estrutura (CANEQUE & SANUDO, 2000). E
considerada um dos principais fatores determinantes do valor comercial do atum,
tendo em vista que o consumidor a relaciona com outros atributos sensoriais de

qualidade, como por exemplo, sabor e textura (MATEO et al., 2006).



A percepcdo da cor da carne dependerd da estrutura do musculo e da
concentracdo de pigmentos, tendo em vista que exercem influencia na quantidade
de luz refletida. O principal pigmento muscular € a mioglobina, pois constitui 80 a
90% do total. Também podem ser encontrados outros pigmentos como
hemoglobina, catalase e citocromo-enzimas, entretanto, sua contribuicdo na cor é
muito menor (MINCI & HUNT, 2005). Segundo Cafleque & Sanudo (2000), a cor da
carne é determinada por fatores intrinsecos como espécie, idade, sexo, assim como
a fatores extrinsecos relacionados ao estresse, pH muscular, entre outros.

Um animal recém-abatido tem sua carne de coloragdo vermelho purpura,
devido a formacdo da oximioglobina. A desoxigenacdo da mioglobina, a qual é
ocasionada pela dissociagdo do oxigénio devido ao baixo pH, aumento da
temperatura, luz ultravioleta e baixa tenséo de oxigénio, promove a oxidagdo da
mioglobina formando a metamioglobina, de coloragdo marrom, indesejavel (MINCI &
HUNT, 2005). A formacdo desta cor constitui um sério problema para a venda da
carne, porque a maioria dos consumidores a associam com um longo periodo de
armazenamento, embora possa haver formacédo em poucos minutos (MATEO et al.,
2006).

Na carne fresca, substancias redutoras evitam o acumulo de metamioglobina.
Entretanto, a formagdo de metamioglobina & favorecida por baixas pressfes de

oxigénio, altas temperaturas, sal e bactérias aerébias (FRANCIS, 1995).



CAPITULO |

Teores de histamina em atuns tipo exportacdo capturados pela técnica de

espinhel pelagico no litoral do Rio Grande do Norte, Brasil

RESUMO

Este trabalho teve o objetivo de determinar os teores de histamina de atuns
capturados pela técnica de espinhel pelagico no litoral do Rio Grande do Norte,
Brasil. Foram analisadas 180 amostras de atum fresco tipo exportacao
representando 529 toneladas de pescado, no periodo de dezembro de 2007 a
dezembro de 2008. As analises foram efetuadas de acordo com a metodologia de
Duflos et al. (1999) por derivagdo das aminas bioativas com cloreto de dansila,
separagdo da histamina por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) e
deteccdo espectrofotométrica a 254 nm. Os teores de histamina de 171 amostras
estavam abaixo do limite de quantificacdo do método (4,49 mg/kg). Em apenas nove
amostras os valores variaram entre 4,92 e 6,90 mg/kg. Porém, todos os peixes
poderiam ser consumidos sem representar risco a saude do consumidor, pois esses
resultados situaram-se abaixo do limite méximo permitido pela legislacdo do Brasil
(100 mg/kg), Unido Européia (200 mg/kg) e EUA (50 mg/kg). Esses resultados
demonstraram a excelente qualidade do pescado capturado pela técnica do espinhel

pelégico no litoral do Rio Grande do Norte.

PALAVRAS-CHAVE: atum, histamina, espinhel pelégico.



SUMMARY

The objective of this study was to determine the levels of histamine in tuna caught by
pelagic trawl of the coast of Rio Grande do Norte, Brazil. 180 samples of export type
fresh tuna were analyzed representing 529 tons of fish from December 2007 until
December 2008. The samples were analyzed according to the method of Duflos et
al. (1999) through derivatization of bioactive amines by dansyl chloride, separation by
High Performance Liquid Chromatography (HPLC) and spectrophotometric detection
at 254 nm. The levels of histamine in 171 samples were below the limit of
quantification of the method (4.49 mg/kg). In only nine samples, histamine values
varied between 4.92 and 6.90 mg/kg. However, the fish could be consumed without
risking the health of the consumers. These values are below the maximum allowed
by the legislations of Brazil (100 mg/kg), European Union (200 mg/kg) and USA (50
mg/kg). These results demonstrated the excellent quality of fish caught by pelagic

trawl of the coast of Rio Grande do Norte, Brazil.

KEY-WORDS: tuna, histamine, pelagic trawl.



I.1. Introducéo

Na perspectiva de alcangar os beneficios trazidos pela globalizagéo, o Brasil
tem procurado se inserir cada vez mais no mercado internacional (SANTOS,
MEIRELES & ARAUJO, 2005). A exportacdo do pescado brasileiro aumentou
significativamente, principalmente para os Estados Unidos e Unido Européia.

O estado do Rio Grande do Norte terminou o primeiro bimestre de 2008 com
um saldo positivo nas exportagbes com mais de US$72 milhdes. As exportacbes de
pescado representaram 12% desse valor e detém excelentes perspectivas de
crescimento por causa do crescente investimento no setor desde a criagdo da
Secretaria Especial de Aqgicultura e Pesca (ARAUJO, 2008).

Grandes embarcacdes do estado do RN tém como espécies alvo de sua
captura a albacora bandolim (Thunnus obesus) e a albacora laje (Thunnus
albacares) (ARAUJO, 2008). Essas espécies séo bastante valorizadas no mercado
europeu e, em conjunto com as lagostas e espadartes, representam uma
consideravel parcela da exportacdo do RN. Mas, outras espécies capturadas
acidentalmente ndo devem ser desconsideradas, pois representam uma excelente
fonte protéica, além de contribuir com a movimentagcdo da economia local
(NEWSCOMEX, 2006).

Segundo Santos, Meireles & Araujo (2005), aproximadamente 99% dos atuns
frescos capturados no RN séo exportados para os Estados Unidos e Unido Européia
(UE). Todavia, na busca por alimentos de qualidade comprovada, os paises
importadores de pescado estdo impondo barreiras sanitarias cada vez mais rigidas,
dificultando as transacdes comerciais das empresas exportadoras de pescado

(NEWSCOMEX, 2006).



Os paises integrantes da UE tém exigido que todos os lotes de atum sejam
analisados quanto aos teores de metal pesado (mercurio) e histamina (CE, 1991).
No entanto, estas analises sdo bastante onerosas e demandam um tempo
consideravel para serem executadas, dificultando a logistica de exportacdo do
pescado fresco (ARAUJO, 2008). Também foi estabelecido que as anlises devem
ser realizadas por técnicas de cromatografia liquida de alta eficiéncia e que os lotes
devem ser representados por nove amostras. A aprovacdo de cada lote ocorrera
apenas quando nenhuma amostra ultrapassar o limite maximo de 200 mg/kg ou
quando até duas amostras ndo apresentam teores variando entre 100 e 200 mg/kg
de histamina (CE, 2005).

A preocupagdo com a histamina € pertinente, tendo em vista que esta amina é
frequentemente associada a surtos de intoxicacdo alimentar (HUGHES & POTTER,
1991), porém o Brasil ndo dispde de registros oficiais sobre surto de intoxicagdo
histaminica envolvendo atuns e registrou apenas dois alertas de teores elevados
dessa substancia nos ultimos seis anos.

Autoridades sanitarias da UE realizaram varias inspe¢fes no Brasil para
verificar como o governo brasileiro esti realizando o controle de histamina dos
peixes destinados a exportacdo, e observou que a rede de laboratérios era
insuficiente para atender a demanda de andlises, a metodologia utilizada ndo estava
de acordo com a recomendac&o internacional e o numero de dados oficiais era
insignificante quando comparado ao volume de pescado comercializado
(NEWSCOMEX, 2006). Dessa maneira, o presente trabalho teve o objetivo de
determinar os teores de histamina dos atuns capturados no litoral do Rio Grande do

Norte pela técnica de espinhel destinados a exportagéo.



1.2. Material e métodos

Foram coletadas 180 amostras de atum tipo exportacdo capturado pela técnica
de espinhel pelagico no litoral do Rio Grande do Norte, Brasil. As andlises foram
efetuadas no periodo de dezembro de 2007 a dezembro de 2008 e representaram

20 lotes de pescado com um total de 529 toneladas (Tabela I.1).

Tabela I.1. Tamanho dos lotes de atum fresco exportado por entrepostos de pescado do RN para
Unido Européia entre dezembro de 2007 a dezembro de 2008

Tamanho do lote (kg) por més/ano
Lote

dez/07 jan/08 fev/08 mar/08 abr/08 mai/08 ago/08 set/08 dez/08

A 40.000 32.000 7.000 5500 6.500 6.000 13.000 30.000 40.000

B - 18.000 22.000 24.000 18.000 35.000 82.000 40.000 -

C - 6.000 - - - 95.000 3.000 6.000 -

Total: 529.000 kg.

Imediatamente apds a captura, os peixes foram atordoados, sangrados,
eviscerados e descabecados com a finalidade de eliminar focos de contaminag&o.
Também foram lavados com agua do mar filtrada, sendo mantidos conservados sob
gelo na proporcéo de 1:1 (gelo:peixe), com o objetivo de atender as exigéncias de
comercializagédo para peixe fresco (BRASIL, 1997).

De cada amostra foi retirada uma posta pesando aproximadamente 600 a 800
g (figura 1.1). Em seguida, todas foram identificadas e transportadas para o

laboratdrio em caixas isotérmicas com gelo reciclavel.



Figura 1.1. Amostras de atum capturado no Rio Grande do Norte para analise dos teores de
histamina muscular por CLAE.

1.2.1. Método de anélise

As amostras foram quarteadas, depois trituradas em equipamento Turrax.
Pesaram-se 5,0 g do pescado em tubo de centrifuga, adicionaram-se 100 uL de 1,3—
diaminopropano dihidrocloreto (padrao interno) e 10,0 mL de &cido perclérico 0,2 M.
Os tubos foram agitados durante 10 min em mesa agitadora, depois, centrifugaram-
se (12.500 g, 5 min, 4 °C) para coletar o liquido sobrenadante. Seguindo esse
mesmo procedimento, foi preparada uma curva analitica pela fortificacdo de quatro
amostras de atum nas concentragdes de 20, 50, 100 e 150 mg de histamina, com o
objetivo de calcular os teores de histamina das amostras.

De cada tubo centrifugado foram coletados 150 uL do liquido sobrenadante,
sendo adicionados 300 L de solugéo saturada de bicarbonato de sodio e 600 puL de
cloreto de dansila. Os tubos foram agitados em equipamento vortex (1 min) e depois
deixados em banho de 4gua quente (60 °C) por 5 min. Adicionaram-se 150 pL de L—
prolina e mantiveram-se os tubos em repouso durante 30 min a temperatura

ambiente e ao abrigo da luz.



Em seguida, foi adicionado 600 pL de tolueno para realizar a separagdo de
fases por centrifugacdo (12.500 g por 5 min & 4 °C). Foi coletado todo o liquido
sobrenadante, sendo evaporado posteriormente sob fluxo de nitrogénio a 60 °C.
Ressuspendeu-se o material evaporado pela adicdo de 450 pyL de acetonitrila. Esse
material foi filtrado e injetado no cromatografo liquido de alta eficiéncia com detector
espectrofotométrico ajustado a 254 nm (DUFLOS et al, 1999). A analise
cromatogréfica foi efetuada em 30 min com um gradiente de eluigdo binario descrito

na Tabela 1.2.

Tabela 1.2. Gradiente de eluicdo binario para separacao da histamina em pescado por CLAE UV-
Visivel

Tempo (minutos) Agua, % Acetonitrila, %
0 40 60
6 25 75
13 5 95
20 40 60
30 40 60

As é&reas dos picos correspondentes aos padrdes foram submetidas a analise
de regressédo para calcular a linearidade da curva e determinar o respectivo
coeficiente de determinagcdo. O limite de quantificacdo do método foi estabelecido

em 4,49 mg de histamina.



I.3. Resultados e discussao

A histamina foi detectada nas amostras aos 14 min da corrida cromatografica
(figura 1.2). Observou-se que as amostras fortificadas apresentaram uma excelente

linearidade, y= 0,45715x e r’= 0,9990 (figura 1.3).

4403 maU
420
400
380
360
340
320
300
280
260
240
220
200
180
160
140
120
100
a0
G0
40
20
a
=20

Histamina

drdo Intermno

SO AU e

2 4 & 8 10 12 K 14 J 16 18 20 22 24 26 28 30‘
Separacdo cromatogréfica por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia UV-Visivel com
duracéo de 30 min.; gradiente de eluicdo binario composto de acetonitrila + 4gua e fluxo
de 1 mL/min.; deteccdo UV-Visivel 254 nm.

Figura 1.2. Cromatograma das amostras de atum fortificadas com 20, 50, 100 e 150 mg de histamina
por kg da matriz.

Lreg

20 =0 [=1u} S0 100 120 140

Figura 1.3. Curva analitica dos padrdes de histamina (20, 50, 100 e 150 mg/kg) em amostras de
atum.



Os teores de histamina encontrados nas amostras de atuns capturados no
litoral do Rio Grande do Norte no periodo de dezembro de 2007 a dezembro de

2008 destinados a Unido Européia estao representados na Tabela 1.3.

Tabela .3. Teores de histamina em amostras de atum tipo exportacao capturadas pela técnica de
espinhel pelagico no litoral do RN no periodo de dezembro de 2007 a dezembro de 2008

Teores de histamina (mg/kg) / Amostras*

Més/Ano/ Lote

1 2 3 4 5 6 7 8 9
Dez/07/A nd* nd nd nd nd nd nd nd nd
Jan/08/A nd nd nd nd nd nd nd nd nd
Jan/08/B nd nd nd nd nd nd nd nd nd
Jan/08/C nd nd nd nd nd nd nd nd nd
Fev/08/A nd nd nd nd nd nd nd nd nd
Fev/08/B nd nd nd nd nd nd nd nd nd
Mar/08/A nd 6,90 5,98 5,93 6,13 5,04 5,86 511 6,13
Mar/08/B nd nd nd nd nd nd nd nd nd
Abr/08/A nd nd nd 492 nd nd nd nd nd
Abr/08/B nd nd nd nd nd nd nd nd nd
Mai/08/A nd nd nd nd nd nd nd nd nd
Mai/08/B nd nd nd nd nd nd nd nd nd
Mai/08/C nd nd nd nd nd nd nd nd nd
Ago/08/A nd nd nd nd nd nd nd nd nd
Ago/08/B nd nd nd nd nd nd nd nd nd
Ago/08/C nd nd nd nd nd nd nd nd nd
Set/08/A nd nd nd nd nd nd nd nd nd
Set/08/B nd nd nd nd nd nd nd nd nd
Set/08/C nd nd nd nd nd nd nd nd nd
Dez/08/A nd nd nd nd nd nd nd nd nd

* As amostras foram analisadas em duplicata. ** - nd significa que o teor de histamina estava
abaixo do limite de quantificacao do método (4,49 mg/Kg).

Os teores de histamina de 171 amostras de atum capturados pela técnica de
espinhel pelagico no litoral do RN situaram-se abaixo do limite de quantificagdo do
método (4,49 mg/kg). Observou-se os teores de histamina se mantiveram baixos em
quase todos os meses do ano (janeiro, fevereiro, margo, abril, maio, agosto,
setembro e dezembro). Esses resultados, provavelmente, foram consequéncia de
uma manipulacdo adequada durante as operagdes de captura, processamento e

método de conservacao.



Gléria et al. (1999) encontraram resultados semelhantes ao deste trabalho
quando analisaram 102 amostras de albacora branca (Thunnus alalunga)
capturadas no Oceano Pacifico, na regido norte dos Estados Unidos, entre 1994 e
1996. Segundo Fishtec (2003), a substituicdo do espinhel de multiflamento pelo
espinhel pelagico foi muito importante para a pesca de atuns no Brasil, pois o0s
peixes passaram a ser resfriados a bordo, sendo exportados ainda no estado fresco.
Baixas concentragdes de histamina também foram encontradas por Veciana-Nogués
et al. (1995) em amostras de atum, sardinha e cavala, pois variaram de 0,59 a 4,65
mg/kg.

Em apenas nove amostras foram encontrados teores de histamina acima do
limite de quantificacdo do método, em concentra¢des que variaram entre 4,92 a 6,90
mg/kg. No entanto, esses valores situam-se abaixo do limite maximo permitido pela
legislagdo do Brasil (100 mg/kg), Estados Unidos (50 mg/kg) e da Unido Européia
(200 mg/kg).

De acordo com Auerswald, Morren & Lopata (2006), todas as amostras de
atum analisadas nesse experimento estavam em 6timo estado de conservacao, pois
consideram que peixes no estado fresco possuem concentragbes de histamina
abaixo de 9,0 mg/kg. Esses resultados, provavelmente, foram obtidos por causa da
adequada manipulacdo do pescado no momento da captura, processamento e
conservacdo. Veciana-Nogués et al. (1997b) afirmaram que vérios fatores podem
interferir na produgcdo e acumulo de histamina muscular no pescado, tais como,
microrganismos contaminantes, préaticas de abate, sangria, evisceragéo, lavagem e
sistemas de resfriamento.

Silveira et al. (2001) afirmaram que peixes aparentemente inalterados podem

conter niveis toxicos de histamina. Dessa forma, justifica-se continuar monitorando



os teores de histamina muscular do atum capturado no litoral do Rio Grande do
Norte, tendo em vista que podem ser encontrados teores elevados de histamina em
produtos sem sinais evidentes de deterioragéo.

A intoxicagdo histaminica pode ocorrer quando ha a ingestdo de teores de
histamina acima de 1 mg/kg de peso vivo do paciente e esses teores podem ser
reduzidos nos individuos que ingerem agentes inibidores da enzima monoamino
oxidase (MAO) e diamino oxidase (DAO) j& que s&o responsaveis pela
metabolizagéo da histamina no corpo (AUERSWALD, MORREN & LOPATA, 2006).
Estas substancias estdo presentes na isoniazida, medicamento utilizado no
tratamento da tuberculose (MIKI, ISHKAWA & OKAYAMA, 2005).

A atividade da histamina também pode ser potencializada pela presenca de
outras aminas biogénicas como a tiramina, a cadaverina e a putrescina (TAYLOR,
1990). Esse mecanismo ainda ndo estad bem elucidado, porém, sabe-se que
algumas aminas inibem as enzimas metil transferase e mono e di-amino oxidases
que, durante o processo metabdlico, catabolizam a histamina exdgena oriunda do

alimento contaminado (SHALABY, 1994).

1.4. Conclusao

Os teores de histamina muscular dos atuns tipo exportagdo capturados no
litoral do Rio Grande do Norte apresentaram baixos teores de histamina, indicando
que a captura pelo espinhel pelagico e as praticas de manipulagdo asseguraram a
producdo de um pescado de boa qualidade. Dessa forma, os vinte lotes analisados

poderiam ser consumidos sem representar riscos a saudo do consumidor.



CAPITULO Il

Aminas bioativas como indicador de frescor de atuns agrupados em diferentes

niveis de qualidade

RESUMO

Foram determinados os teores de aminas bioativas em 68 amostras de atum tipo
exportacdo capturados no més de outubro de 2008. As amostras foram agrupadas
em seis niveis de qualidade por um classificador experiente em um entreposto de
pescado localizado no estado de Pernambuco, Brasil. As analises de aminas foram
efetuadas por cromatografia liquida de alta eficiéncia e detecg¢éo fluorimétrica no
Laboratoério de Bioquimica de Alimentos da Universidade Federal de Minas Gerais.
A determinagéo dos teores das aminas bioativas, por si s6, ndo foram suficientes
para distinguir os diferentes niveis de frescor das amostras de albacora laje e
albacora bandolim. A auséncia ou os baixos teores de histamina, cadaverina,
putrescina, tiramina, feniletilamina, em detrimento da quantificacdo de teores
significativos de espermina e espermidina indicam que as amostras estavam em

bom estado de frescor, independente da classificacao atribuida na analise sensorial.

PALAVRAS-CHAVE: atum, aminas bioativas, frescor, andlise sensorial.



SUMMARY

The contents of bioactive amines were determined in 68 samples of export type tuna
captured in October of 2008. The samples were grouped into six grades of quality by
an experienced grader from a fish industry located in the state of Pernambuco,
Brazil. The samples were analyzed by high performance liquid chromatography and
fluorimetric detection in the Laboratory of Food Biochemistry, Federal University of
Minas Gerais. The determination of the levels of bioactive amines in itself was not
sufficient to distinguish the different grades of fresh samples of yellowfin tuna and
bigeye tuna. The absence or low levels of histamine, cadaverine, putrescine,
tyramine and, phenylethylamine, rather than quantification of significant levels of
spermine and spermidine indicate that the samples were in good freshness,

regardless of the classification in the sensory analysis.

KEY-WORDS: tuna, bioactive amines, freshness, sensory analysis.



[I.1. Introdugéo

O frescor do pescado pode ser avaliado por métodos sensoriais,
microbiolégicos e fisico-quimicos. No entanto, devido a subjetividade dos métodos
sensoriais e a demora e custo elevado para execugéo dos testes microbioldgicos, os
métodos quimicos que quantificam os produtos da atividade enzimatica enddgena
ou microbiana tém sido desenvolvidos e empregados na avaliacdo do frescor do
pescado. Muitos indices quimicos utilizados para avaliar a qualidade de peixes,
moluscos e crustaceos se baseiam nas alteragdes qualitativas ou quantitativas de
compostos da fracdo nitrogenada ndo protéica do musculo. Esta fracdo engloba
substancias de baixo peso molecular de vérias origens. A detec¢do de alteracdes
progressivas nestas substancias durante o armazenamento do pescado € utilizada
como requisito para considera-las como potenciais indices de frescor.

As aminas bioativas sdo bases organicas de baixo peso molecular produzidas
pela descarboxilagdo de aminoéacidos correspondentes. Estas substancias tém sido
propostas para avaliacdo da qualidade do pescado (BAIXAS-NOGUERAS et al.,
2002). Geralmente estdo presentes em baixas quantidades nos alimentos, porém
podem ser produzidas durante o armazenamento, dependendo da disponibilidade de
aminoacidos livres, da presenca de bactérias capazes de descarboxilar aminoacidos
e de condi¢des favoraveis para o crescimento bacteriano e producdo de enzimas
(HALASZ et al, 1994). Embora existam as poliaminas naturais (espermidina,
espermina e agmatina) que sdo necessarias para algumas fungdes fisiolégicas do
homem e de outros animais, o consumo de alimentos contendo quantidades
elevadas de aminas biogénicas (histamina, cadaverina, tiramina, feniletilamina,

serotonina, putrescina e triptamina) pode ocasionar o aparecimento de efeitos



toxicos (BRINK et al., 1990). Diante desse contexto, o presente trabalho teve como
objetivo determinar o teor de aminas bioativas visando estimar o frescor de duas
espécies de atum tipo exportacdo, agrupadas em seis niveis de qualidade atraves

de analise sensorial por um classificador experiente.

I1.2. Material e métodos

11.2.1. Amostras

Analisaram-se 68 amostras de atum tipo exportagdo proveniente de uma
indastria de pescado localizado no estado de Pernambuco. As amostras foram
enviadas ao Laboratério de Bioquimica de Alimentos da Faculdade de Farmacia da
Universidade Federal de Minas Gerais em caixas isotérmicas com gelo seco.
Determinaram-se os teores de aminas bioativas por cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE) e deteccdo fluorimétrica (SILVA & GLORIA, 2002). Os peixes
foram capturados pela técnica do espinhel pelagico e manipulados imediatamente
(atordoados, sangrados, descabegados, eviscerados e lavados) e conservados sob
acdo do gelo. Na industria os atuns foram classificados em diferentes niveis de
qualidade por um julgador experiente através da observacdo de duas amostras, a
primeira proveniente da carne obtida proximo a nadadeira peitoral e a segunda
proximo ao pedunculo caudal (figura 11.1).

A determinagdo das aminas bioativas foi realizada apenas com as amostras

provenientes do pedunculo caudal (figura I1.2).



Figura Il.1. Regido anatbmica de obtencdo das amostras da carne de atum para classificacéo
organoléptica e avaliacéo colorimétrica.

Figura 1.2 Amostra do pedinculo caudal utilizada na classificagdo dos atuns e para determinacéo
dos teores de aminas bioativas.

11.2.2. Métodos de anédlise

Os atuns foram julgados sensorialmente por um avaliador treinado que separou
0s peixes por espécie e nivel de qualidade. Foram utilizadas amostras de albacora
bandolim (Thunnus obesus) e albacora laje (Thunnus albacares) que foram

separados em seis niveis de qualidade (1, 2+, 2H, 2, 2- e 3) conforme a figura I1.3.



Figura 11.3. Amostras da carne de atuns categorizadas em seis niveis em ordem decrescente de
qualidade.

As caracteristicas observadas pelo avaliador treinado foram o frescor, a cor e a
textura da carne, além da estrutura do corpo do animal e o contetdo de gordura. Os

parametros utilizados para cada classificagao foram:

Classificagao 1: a carne apresenta uma cor vermelho-cereja, excelente estado de
frescor, nenhuma evidéncia de producdo de limo na cavidade abdominal, facil
separacdo das fibras musculares, estrutura do corpo em perfeito estado de
conservagao e elevado teor de gordura;

Classificacdo 2+: a carne apresenta uma cor vermelho-pdrpura com grande
translucidez, 6timo frescor, sem limo na cavidade abdominal, textura impecével e
estrutura do corpo com algumas partes amassadas e danificadas pelo gelo;
Classificagado 2H: a carne apresenta uma cor rosa com grande translucidez, bom
estado de frescor, sem limo na cavidade abdominal, textura impecéavel e estrutura do

corpo com algumas partes amassadas e danificadas pelo gelo;



Classificagédo 2: a carne apresenta cor rosa com translucidez pouco aparente, bom
estado de frescor, pouca quantidade de limo na cavidade abdominal, as fibras
musculares néo se separam facilmente e o corpo possui pequenas lesoes;
Classificagdo 2-: a carne apresenta coloragdo marrom-pardo, sem translucidez,
estado de frescor regular, produgéo de limo e odor evidente, as fibras musculares
NAo se separam e 0 COrpo possui pequenas lesoes;

Classificagcdo 3: a carne apresenta cor marrom, limo presente em grande
quantidade, odor acentuado, frescor comprometido, as fibras musculares nao se

separam, textura flacida e lesGes no corpo bastante evidentes.

[1.2.3. Determinagdo de aminas bioativas

Os teores de dez aminas bioativas (espermidina, espermina, putrescina,
cadaverina, histamina, tiramina, triptamina, feniletilamina, agmatina e serotonina)
foram determinados por CLAE com derivacdo pés-coluna (o-ftalaldeido) e deteccéo
fluorimétrica. Amostras do peddnculo caudal (120 g) foram quarteadas e trituradas
com a finalidade de proporcionar uma maior superficie de contato da matriz com o
agente extrator. Em seguida, pesaram-se 5,0 g do triturado em tubo de centrifuga,
adicionaram-se 7,0 mL de acido tricloroacético 5% e o conjunto foi homogeneizado
em agitador tipo vortex (Biomatic, Brasil) durante 70 s (SILVA, 2008).

O extrato foi submetido a separacdo de fases em centrifuga refrigerada
modelo MR23i (Jouan, S. A., Saint Herblain, Franca). A fase sobrenadante foi filtrada
em papel Whatman n° 1. Essas operagOes foram repetidas por mais duas vezes,
exceto a pesagem da amostra, e os filtrados combinados. O filtrado resultante das

trés extracdes foi refiltrado em membrana HAWP em éster de celulose, com



diametro de 13 mm e tamanho de poro de 0,45 um (Millipore Corp., Milford, MA,
EUA). O liquido resultante foi injetado no equipamento de CLAE por pareamento de
ions, com coluna de fase reversa, quantificacdo por detector fluorimétrico (340 nm
de excitagdo e 445nm de emissdo) apos derivagdo pos-coluna com o-ftalaldeido

(VALE & GLORIA, 1997).

11.2.4. Andlises estatisticas

Os resultados foram analisados por anélise de variancia (ANOVA) e as médias

comparadas pela aplicacdo do teste de Tukey ao nivel de 5% de significancia.

11.3. Resultados e discussao

[1.3.1. Teores de aminas bioativas e qualidade sensorial de albacora bandolim

Os teores de aminas bioativas encontrados no musculo da albacora bandolim
separados em seis niveis de qualidade sensorial encontram-se na Tabela Il.1. As
aminas espermidina (EPD) e espermina (EPM) foram encontradas em todas as
amostras de albacora bandolim. Segundo Ababouch et al. (1995), tanto a
espermidina quanto a espermina sdo comumente encontradas na carne do pescado
j& que desempenham um importante papel no crescimento celular.

Em apenas uma amostra (classificagdo 3) foram encontradas as aminas
histamina, tiramina e feniletilamina, porém, estavam em concentra¢gfes muito baixas,

néo oferecendo perigo a saude do consumidor. A cadaverina também foi encontrada



em uma Unica amostra que pertencia a classificagcdo 2+. Segundo Bardocz (1995), a
putrescina e a cadaverina sao aminas bioativas associadas com a deterioragdo do
pescado, embora baixos teores de putrescina também sejam reportados como

normais nos tecidos animais e vegetais.

Tabela Il.1. Teores médios das aminas bioativas na carne da albacora bandolim separadas em seis
niveis de qualidade sensorial

CLA Teores de aminas (mg/kg)
EPD EPM AGM PUT CAD HIM TIM SRT FEM TRM
0,33+ 1,04 +
1 005" 0,06 nd nd nd nd nd nd nd nd
0,31+ 1,09 +
2+ 0.04 b 0.12 nd nd 0,03 nd nd nd nd nd
0,35 + 1,17 +
2H 0022 011 nd nd nd nd nd nd nd nd
0,34 + 1,09 +
2 0.05° 011 nd nd nd nd nd nd nd nd
0,40 + 1,13 +
2- 0082 011 nd nd nd nd nd nd nd nd
1,10 + 1,18 + 0,05+ 0,23% 0,29 +
3 1,54® 0,18 nd nd nd 010 052 nd 0,64 nd

EPD - espermidina, EPM — espermina, AGM — agmatina, PUT — putrescina, CAD — cadaverina, HIM —
histamina, TIM — tiramina, SRT — serotonina, FEM — feniletilamina e TRM — triptamina. Médias +
desvios padrées na mesma coluna seguidas de letras diferentes diferem entre si pelo Teste de Tukey
5% de probabilidade. nd = ndo detectado (< 0.04 mg/kg).

[1.3.1. Teores de aminas bioativas e qualidade sensorial de albacora laje

Os teores de aminas bioativas encontrados no muasculo da albacora laje
separados em seis niveis de qualidade sensorial encontram-se na Tabela 11.2. As
aminas espermidina (EPD) e espermina (EPM) também foram encontradas em todas

as amostras de albacora laje. A cadaverina foi encontrada em apenas uma amostra



pertencente a classificacdo 2-, contudo, ndo foram encontradas outras aminas

(histamina, tiramina e feniletilamina) como encontrado na albacora bandolim.

Tabela Il.2. Teores médios das aminas bioativas na carne da albacora laje separadas em seis niveis
de qualidade sensorial

CLA Teores de aminas (mg/kg)

EPD EPM AGM PUT CAD HIM TIM SRT FEM TRM
1 0,25+0,06 1,00+0,08 nd nd nd nd nd nd nd nd
2+ 0,3+0,07 1,08+0,07 nd nd nd nd nd nd nd nd
2H 0,32+0,03 1,09+0,10 nd nd nd nd nd nd nd nd
2 0,30+0,04 0,96+0,08 nd nd nd nd nd nd nd nd
2- 0,34+0,06 0,98+0,11 nd nd 0,05+0,12 nd nd nd nd nd
3 0,34+0,05 1,09+0,09 nd nd nd nd nd nd nd nd

EPD — espermidina, EPM — espermina, AGM — agmatina, PUT — putrescina, CAD — cadaverina, HIM
— histamina, TIM — tiramina, SRT — serotonina, FEM — feniletilamina e TRM — triptamina.

Médias + desvios padrdes na mesma coluna seguidas de letras diferentes diferem entre si pelo Teste
de Tukey 5% de probabilidade.

nd = ndo detectado (< 0.04 mg/kg).

Observou-se que espermidina e espermina sao encontradas nas amostras de
atum independente de sua classificagdo. Provavelmente, esses dados foram
resultado da manipulacéo adequada do pescado e a temperatura de conservagéo do
pescado (gelo em escamas na proporgao 1:1 (pescado:gelo).

Veciana-Nogués, Marine-Font & Vidal-Carou (1997b) afirmaram que a
formacdo das aminas bioativas esta relacionada a temperatura de conservacgéo,
tendo em vista que favorece ou inibe a multiplicacdo microbiana. Também, afirmam
que os teores de espermidina e espermina permanecem constantes durante o
armazenamento a 0, 8 e 20 °C. A formacdo das aminas bioativas estd mais
relacionada a atividade das bactérias mesofilas do que as psicrotropicas, ou seja,
como os peixes do presente experimento foram conservados sob acdo do gelo

(0 °C), provavelmente inibiu o desenvolvimento das bactérias mesofilas. Os



principais focos de contaminagdo microbiana do pescado foram removidos durante
as operagdes de sangria (remogdo do sangue), descabegamento (remocdo das
guelras), evisceracédo (remocao do intestino), além da lavagem com agua corrente.
Os teores de aminas bioativas nas amostras de albacora bandolim e albacora
laje ndo foram significativamente diferentes entre os seis niveis de qualidade (1, 2+,
2, 2- e 3) (Tabelas 1.1 e 11.2), ndo sendo possivel adotar esse paréametro fisico-
quimico para classificar os atuns comercialmente. Vale ressaltar que o principal
requisito observado pelo classificador durante a analise sensorial é a coloracdo da
carne do peixe, no qual possibilita uma interpretacdo muito subjetiva, pois é
influenciada pela luminosidade do local, bem como a acuidade visual do
classificador. Porém, os resultados indicaram que todas as amostras encontravam-
se em excelente estado de frescor, podendo ser comercializadas sem oferecer

riscos a salde do consumidor.

I1.4. Conclusao

A determinacdo dos teores das aminas bioativas, por si s6, ndo foram
suficientes para distinguir os diferentes niveis de frescor das amostras de albacora
laje e albacora bandolim. A auséncia ou os baixos teores de histamina, cadaverina,
putrescina, tiramina, feniletilamina, em detrimento da quantificacdo de teores
significativos de espermina e espermidina indicam que as amostras encontravam-se
em bom estado de frescor, independente da classificacdo atribuida na anélise

sensorial.



CAPITULO 1l

Determinacdo das coordenadas colorimétricas de duas espécies de atum

agrupadas em seis categorias através de andlise sensorial

RESUMO

Este trabalho teve o objetivo de determinar as coordenadas colorimétricas da carne
da albacora bandolim (Thunnus obesus) e albacora laje (Thunnus albacares) e
investigar a eficiéncia desses parametros para diferenciar os diferentes niveis de
qualidade de atuns classificados por um avaliador treinado. Foram analisadas 36
amostras do peddnculo caudal de atuns agrupados por espécie em seis niveis de
qualidade (1, 2+, 2H, 2, 2- e 3) através do colorimetro Minolta CR-400, sendo
determinadas as coordenadas CIE L*, CIE a*, CIE b* e CIE C* N&ao foram
encontradas diferencas significativas nos valores das coordenadas colorimétricas

nas amostras de atum da classificagéo 1, 2+, 2H, 2, 2- e 3.

PALAVRAS-CHAVE: atum, avaliagdo colorimétrica, qualidade.

SUMMARY

The objective of this study was to investigate the possibility of using an objective
colorimetric method for the quality evaluation of bigeye tuna (Thunnus obesus) and
yellowfin tuna (Thunnus albacares). The samples were separated by six grades of
quality (1, 2+, 2H, 2, 2- and 3) by a trained panelist. L* a* and b* values were
determined using a Minolta colorimeter CR-400 and the coordinate C* (color
satuaration) was calculated. The results demonstrated that it is not possible to

distinguish colorimetrically both samples of bigeye tuna and yellowfin tuna.

KEY-WORDS: tuna, colorimetric evaluation, quality.



lll.1. Introducéo

Os atuns sdo peixes migratérios que detém elevada demanda no mercado
mundial (GUIZANI et al., 2005). As principais espécies capturadas no litoral brasileiro
sdo a albacora bandolim (Thunnus obesus) e a albacora laje (Thunnus albacares)
(ARAUJO, 2008; SEAP, 2008). Grande parte da captura de atuns no Brasil é
realizada na Regiao Nordeste, principalmente nos Estado do Rio Grande do Norte,
Paraiba e Pernambuco, sendo destinados principalmente aos Estados Unidos da
América e Unido Européia (NEWSCOMEX, 2006). Os atuns sado bastante
requisitados para preparagdo de “sashim”, e dessa forma, sdo comumente
conservados apenas sob a agéo do gelo para ser comercializado como peixe fresco.
Também é de costume, realizar a classificacdo desses peixes em categorias
mediante a avaliacdo da cor, conteddo de gordura, textura e grau de frescor da

carne (MATEO et al., 2006).

Dentre as caracteristicas sensoriais que podem ser observadas nos alimentos,
a cor parece ser a que exerce mais influéncia na decisdo de compra do consumidor
(VIRIYARATTANASAK et al.,, 2008), e esta cor deve estar dentro de uma faixa
esperada, pois caso contrério, outros caracteres sensoriais (aroma, sabor e textura)
provavelmente nem chegaréo a ser julgados (FRANCIS, 1995). A cor pode ser
utiizada como critério de qualidade em algumas espécies de pescado,
particularmente naquelas onde a coloracdo € determinada pela presenca de
pigmentos (VIRIYARATTANASAK et al., 2008). Nos atuns esses pigmentos s&o
representados pela mioglobina e hemoglobina, no entanto, a mioglobina presente na
carne de atuns frescos € cerca de trés a 14 vezes mais elevadas do que a da carne

de bovino, suino e caprino (RIBEIRO et al., 2007).



Segundo Mancini & Hunt (2005), a cor da carne pode variar em fungcéo de
varios fatores, entre 0s quais se destacam, o conteido de mioglobina presente no
musculo, o estado fisico-quimico desta mioglobina e a estrutura das fibras
musculares. A cor vermelho brilhante é bastante apreciada na carne de atuns,
porém, alguns animais ndo exibem tal caracteristica. Além do mais, durante o
armazenamento, a carne do atum pode sofrer descoloragdo por causa das
transformagfes bioquimicas da mioglobina. Tendo em vista que a cor € uma
importante caracteristica de qualidade, esse trabalho teve como objetivo estudar as
coordenadas colorimétricas da carne da albacora laje e bandolim pelo sistema CIE
L*a*b* e verificar a possibilidade de utilizar esta medida objetiva na avaliagdo e

classificacdo destas espécies de atum.

I11.2. Material e métodos

Procedeu-se o estudo das coordenadas colorimétricas em amostras
provenientes da albacora bandolim (Thunnus obesus) e albacora laje (Thunnus
albacares) cedidas por um entreposto de pescado localizado na cidade do Recife,
PE. Os exemplares foram coletados no litoral nordestino através de embarcagfes
especializadas na captura de atuns através do lancamento de espinhel pelagico.
ApoOs a captura, os peixes foram imediatamente abatidos, sangrados, descabegados,
eviscerados e lavados. Em seguida, receberam uma malha de protecdo e foram
depositados em uma urna para conservagao sob gelo em escamas na proporcéao de
1:1 entre o gelo e o peixe (figura lll.1) tendo em vista que o cruzeiro durou vinte dias.

Ao desembarcarem no porto da cidade do Recife foram imediatamente

transportados para o entreposto de pescado com a finalidade de serem agrupados



por espécie e classificados em grupos de acordo com o nivel de qualidade da carne

do peixe, sendo avaliado por um classificador experiente.

Figura Ill.1. Exemplares de albacora bandolim e albacora laje conservados sob agdo no gelo na
proporcéo de 1:1.

De cada peixe foram retiradas duas amostras, a primeira foi obtida préxima a
nadadeira peitoral do animal e a segunda entre a terceira e quarta aleta caudal

(figura 111.2).

Figura 1ll.2. Regido anatbmica da coleta das amostras de atum destinadas a classificagdo
organoléptica e avaliacéo colorimétrica.



A primeira amostra foi coletada através de um tubo metélico conhecido como
“sashibo”. Este acessorio foi penetrado em direcdo a coluna vertebral no corte
utilizado durante sangria do animal localizado préximo a nadadeira peitoral do atum
(figura 111.3). No entanto, esta amostra foi utilizada apenas pelo classificador durante
a avaliacdo organoléptica, pois suas dimensdes inviabilizaram a analise

colorimétrica (figura lll.4).

Figura lll.3. Regido anatbmica da coleta das amostras de atum com o “sashibo”.

Figura lll.4. Amostra da carne do atum obtida pelo “sashibo”.

A segunda amostra foi coletada com o auxilio de uma faca no peddnculo

caudal (figuras 1lI.5 e I11.6), sendo utilizada tanto pelo classificador com a finalidade



de confirmar a classificagdo do peixe como para o0 estudo das coordenadas

colorimétricas no sistema CIE L*a*b*.

Figura lll.5. Regido anatdmica do pedunculo caudal do atum.

Figura lll.6. Amostra de carne obtida no pedunculo caudal do atum.

A partir dessas amostras, o classificador dividiu cada espécie em seis niveis de

qualidade através do padrdo de nomenclatura americano que utiliza nameros,



caracteres e letras para ordenar os peixes em ordem decrescente de qualidade (1,

2+, 2H, 2, 2- e 3) (figura 111.7).

Figura IlIl.7. Amostras de atum categorizadas em ordem decrescente de qualidade segundo a
avaliacdo sensorial de um classificador experiente.

A classificacdo consiste numa avaliagcdo organoléptica que observa a cor da

carne do atum, frescor, textura da carne, estrutura do corpo do animal e contetdo de

gordura. Abaixo estéo as caracteristicas de cada classifica¢éo:

Classificacdo 1. a carne apresenta uma cor vermelho-cereja, excelente
estado de frescor, nenhuma evidéncia de producdo de limo na cavidade
abdominal, facil separacdo das fibras musculares, estrutura do corpo em
perfeito estado de conservacéo e elevado teor de gordura;

Classificagdo 2+: a carne apresenta uma cor vermelho-purpura com grande
translucidez, 6timo frescor, sem limo na cavidade abdominal, textura
impecavel e estrutura do corpo com algumas partes amassadas e danificadas
pelo gelo;

Classificagdo 2H: a carne apresenta uma cor rosa com grande translucidez,
bom estado de frescor, sem limo na cavidade abdominal, textura impecavel e

estrutura do corpo com algumas partes amassadas e danificadas pelo gelo;



e Classificagdo 2: a carne apresenta cor rosa com translucidez pouco
aparente, bom estado de frescor, pouca quantidade de limo na cavidade
abdominal, as fibras musculares ndo se separam facilmente e o corpo possui
pequenas lesdes;

e Classificagdo 2-: a carne apresenta coloragdo marrom-pardo sem
translucidez, estado de frescor regular, produgéo de limo e odor evidente, as
fibras musculares n&o se separam e 0 corpo possui pequenas lesoes;

e Classificagdo 3: o peixe apresenta cor marrom, limo presente em grande
quantidade, odor acentuado, frescor comprometido, as fibras musculares nao

se separam, textura flacida e lesbes no corpo bastante evidentes.

Para o estudo das coordenadas colorimétricas foram utilizados trés exemplares
do peddnculo caudal de cada classificagdo das duas espécies totalizando 36
amostras. Estas amostras foram acondicionadas em sacos de polietileno,
identificadas e transportadas do entreposto de pescado até o Laboratério de
Analises Fisico-Quimicas de Alimentos do Departamento de Ciéncias Domeésticas da
Universidade Federal Rural de Pernambuco.

Os parametros de cor L* a* e b* foram obtidos através de um colorimetro
tristimulus Minolta CR 400, operando no sistema CIE LAB, em que L* corresponde a
luminosidade e a* e b* sdo as coordenadas de cromaticidade (-a = verde e +a =
vermelho; -b = azul e +b = amarelo). O colorimetro foi calibrado com uma placa
branca padréo (Y =93,5; x = 0,3164; y = 0,3325), conforme instru¢des do fabricante.

Previamente as leituras de cor, as amostras do pedunculo caudal (50 g) foram
dispostas sobre uma ceramica branca, sendo realizadas leituras em triplicata, sob

iluminante C e angulo de 10°. Foram mensuradas as coordenadas L*, a* e b* e



calculada a coordenada C* pela férmula C* = ((a®)2 + (b*)?)%° (CANAQUE &
SANUDO, 2000). Em seguida, determinou-se o potencial hidrogenionico (pH) das
amostras através do pHmetro Tecnal (Piracicaba, SP) que possui um eletrodo

adaptado para analise de pH direta sobre a carne.

I11.2.1. Anélises estatisticas

O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado em
esquema fatorial 2 x 6 (albacora bandolim e albacora laje x seis niveis de qualidade -
1, 2+, 2H, 2, 2- e 3), com trés repeticbes. Os dados foram submetidos a andlise de
variancia (ANOVA), sendo verificado o efeito da classificagdo dos atuns sobre as
coordenadas colorimétricas pelo teste de Tukey através da comparacdo de médias

ao nivel de 5% de significancia.

I11.3. Resultados e discussao

A Andlise de Variancia determinou a existéncia de diferencas estatisticamente

significativas na coordenada CIEL* tanto na carne da albacora bandolim (AB),

quanto na carne da albacora laje (AL) (Tabela 111.1).



Tabela 1ll.L1. Valores médios da coordenada de luminosidade (CIE L*) encontrados em seis

classificacdes da albacora bandolim (AB) e albacora laje (AL).

AB AL
Classificacéo
CIE L*

1 37,42+3,16™ 34,98+3,58"
2+ 3562+1,15° 32,83+0,98"
2H 39,95+1,45% 40,95+6,32%

2 38,36 £0,27™  34,45+0,93°
2- 38,26 +0,45” 37,43+0,39%

3 42,88+0,91* 4518+1,69°

Nas duas espécies o maior valor da luminosidade (CIE L*) foi encontrado na
classificacdo 3, indicando que esta classificacdo € mais clara do que as demais.
Constatou-se também que o valor da luminosidade mais baixo foi encontrado na
classificagdo 2+ com valores de 35,62 e 32,83 na carne da AB e AL,
respectivamente.

Sanchez-Zapata et al. (2008), estudando a coordenada CIEL* em produtos
pesqueiros defumados, encontraram que o0 salm&o possui uma luminosidade de
45,05, a truta 45,74, o arenque 55,26, o atum 40,57 e o bacalhau 56,60. De acordo
com os resultados desses autores o maior valor da luminosidade encontrado foi para
a amostra de bacalhau defumado. Afirmaram também que o bacalhau e outros
pescados magros apresentam uma baixa concentragdo de hemopigmentos,
favorecendo uma maior reflexdo da luz e conseqientemente aumentando o valor da
luminosidade.

De acordo Ribeiro et al. (2007), os valores de luminosidade de produtos frescos

tendem a serem mais elevados do que em produtos defumados, j& que este



processo reduz a quantidade de agua livre na superficie do produto, diminuindo a
valor da luminosidade.

O estudo da coordenada CIE a* analisa a contribuicdo da cor verde (a-) e
vermelha (a+) nos objetos, sendo considerado um parametro muito importante na
avaliacdo da qualidade da carne dos atuns, afinal subjetivamente o classificador
consegue distinguir as diferentes tonalidades de vermelho para classificar o atum.

Os resultados encontrados na AB e AL estéo apresentados na Tabela II1.2.

Tabela IlIl.2. Valores médios da coordenada verde-vermelho (CIE a*) encontrados em seis
classificacdes da albacora bandolim (AB) e albacora laje (AL).

AB AL
Classificacéo
CIE a*

1 29,08 +5,67% 15,66 +2,05
2+ 13,89 +1,37° 12,31 +2,89
2H 8,76 +1,35° 14,64 +6,51

2 6,61+058° 8,57+232
2- 948+193° 11,56 +6,68

3 12,83+1,59° 11,51 +3,39

De acordo com os resultados, apenas foi encontrada diferenca significativa nas
amostras da AB. Embora, apenas foi possivel diferenciar o peixe tipo 1 dos demais.
Segundo Abril et al. (2001), o valor da coordenada verde-vermelho (CIE a*) em
produtos de origem animal esta relacionado com a concentracdo dos pigmentos

presentes de forma natural, adicionados ou produzidos durante o processamento.



Sanchez-Zapata et al. (2008) encontraram valores semelhantes aos obtidos nesta
pesquisa quando analisaram amostras de atum defumado valor, com o valor CIEa*
de 17,58. Esses autores afirmaram que normalmente sdo encontrados valores
elevados desta coordenada nos tunideos, pois esta familia tem a caracteristica de
conter teores elevados de hemopigmentos, com excec¢éao do bonito.

A coordenada que analisa a contribuicdo das cores azul (b-) e amarela (b+)
também sé apresentou diferencas estatisticamente significativas para as amostras
de AB (Tabela I1l.3). Observou-se que a cor da amostra tipo 1 da AB tem recebe
uma grande influéncia da cor amarela. Provavelmente, esse resultado explica o
motivo desta amostra ndo ser tdo escura quanto ao tipo 2+ mesmo tendo sido

encontrado valores de CIE a* mais elevados.

Tabela 111.3 Valores médios da coordenada azul-amarelo (CIEb*) encontrados em seis classificages
da albacora bandolim (AB) e albacora laje (AL).

AB AL
Classificacéo
CIE b*

1 20,52 +4,55% 12,96 + 2,17
2+ 10,30 +0,41° 11,48+1,63
2H 8,05+0,94° 13,24 +4,59

2 7,71+0,39° 7,59 + 0,95
2- 8,72+1,62° 11,33+3,69
3 12,74 +1,07° 13,07+1,94

Os valores calculados para a coordenada CIE C* estdo apresentados na
Tabela Ill.4. Os valores mais baixos desta coordenada foram encontrado nos tipos 2,
2H e 2- na AB e, provavelmente, estdo relacionados a perda de translucidez

observada pelo classificador na analise organoléptica. Segundo Cafleque & Sanudo



(2000), o valor de croma permitem avaliar a sensagdo como as cores s&o

percebidas, ou seja, se elas sdo vivas ou apagadas.

Tabela Ill.4. Valores médios da coordenada croma (CIE C*) encontrados em seis classificacdes da
albacora bandolim (AB) e albacora laje (AL)

AB AL
Classificacéo
CIEC*
1 21,90 +4,52% 14,13+2,08
2+ 10,92 +1,39° 12,50+ 1,72
2H 9,07+0,98° 14,27 +4,73
2 8,53+0,40° 8,67+0,57
2- 9,74+1,65° 12,26 +3,91
3 13,70+ 1,07° 13,91 + 2,06

A avaliagdo do potencial hidrogenidnico das amostras revelou que todas se
encontravam numa faixa de pH adequado para o consumo (Tabela IV.5). No
entanto, as amostras que recebem a pior classificagcdo apresentaram um pH
levemente é&cido, em detrimento das amostras de melhor qualidade. Esses
resultados provavelmente séo fruto do manejo do pescado durante a captura e pos-

captura.



Tabela Ill.5. Valores médios do pH encontrados em seis classifica¢cdes da albacora bandolim (AB) e
albacora laje (AL)

AB AL
Classificacéo
pH
1 6,17+0,11a 6,45+0,21°
2+ 6,04 £+0,07% 6,00+0,02"°
2H 6,06 +0,02% 6,04+0,02°
2 584+0,02° 5,85+0,03"
2- 589+0,01° 5,81+0,03"
3 5,63+0,03° 5,75+0,02°

De acordo com Santos, Meireles & Araujo (2006), é importante conhecer os
fatores que influenciam a qualidade do pescado a fim de definir estratégias de
captura e beneficiamento a bordo de maneira a maximizar a qualidade do pescado.

De uma maneira geral, acredita-se que o método de captura utilizado neste
experimento pode ter influenciado o aparecimento da carne de atum tipo 3, ja que 0s
peixes podem permanecer algumas horas se debatendo presos ao anzol até morrer
por fadiga muscular, levando a uma intensa producdo de éacido lactico antes da
transformagdo bioquimica do muisculo em carne. Dessa maneira, as fibras
musculares podem sofrer desnaturacdo protéica, diminuindo a passagem de luz e,
consequentemente, a maneira como a cor do pescado € percebida. Essa demora
também pode ser responsével pelo abuso de tempo em temperatura inadequada e
responsavel pela multiplicagcdo bacteriana que é percebida com o desenvolvimento
do limo superficial na cavidade do pescado mesmo com a conservagao sob gelo.

De acordo com Robb, Kestin & Warris (2000), as técnicas de pesca e
beneficiamento do pescado tém um efeito direto na qualidade final do produto

comercializado fresco.



I11.4. Conclusao

N&o foram encontradas diferengas significativas nos valores das coordenadas
colorimétricas (CIE L*, CIE a*, CIE b* e CIE C*) nas amostras de atum da
classificacdo 1, 2+, 2H, 2, 2- e 3, ndo sendo possivel distinguir os diferentes niveis

de qualidade observados pelo avaliador no momento da classificagao.



CAPITULO IV

Influéncia da condig&o vivo ou morto sobre a producdo de aminas bioativas na

carne de atuns capturados pela técnica de espinhel pelagico

RESUMO

Este trabalho teve como objetivo investigar a influéncia da condi¢&o vivo ou morto no
momento de abate sobre a formacdo de aminas bioativas na carne da albacora
bandolim (Thunnus obesus) e albacora laje (Thunnus albacares). Foram utilizadas
24 amostras do pedunculo caudal (120 g) de atuns provenientes de um entreposto
de pescado localizado no Rio Grande do Norte, Brasil. Foram determinados os
teores de dez aminas bioativas (espermidina, espermina, putrescina, cadaverina,
histamina, tiramina, agmatina, feniletiilamina, serotonina e triptamina) por CLAE e
deteccdo por fluorescéncia (340 nm excitacdo e 445 nm emissdo) apos derivacao
pbs-coluna com o-ftalaldeido. A condi¢cdo vivo ou morto no momento de abate
demonstrou ndo exercer influéncia sobre a produgdo de aminas bioativas indicando
que outros fatores podem estar envolvidos, porém, as amostras encontravam-se em
excelente estado de frescor, pois foram encontrados teores significativos de
espermina e espermidina, em detrimento de baixos teores de cadaverina,

putrescina, histamina, tiramina, feniletilamina, agmatina, serotonina e triptamina.

PALAVRAS-CHAVE: atum, aminas bioativas, condigdes de captura, qualidade.



SUMMARY

The objective of this study was to investigate the influence of the conditions dead or
alive at the time of slaughter on the formation of bioactive amines in meat of bigeye
tuna (Thunnus obesus) and vyellowfin tuna (Thunnus albacares). Twenty four
samples of caudal peduncle (120 g) of tuna from Rio Grande do Norte, Brazil, were
used. The levels of ten bioactive amines (spermidine, spermine, putrescine,
cadaverine, histamine, tyramine, agmatine, phenylethylamine, serotonin and
tryptamine) were determined by HPLC and fluorescence detector (340 nm excitation
and 445 nm emission) after post-column derivatization with o-phtalaldehyde. The
condition dead or alive at the time of slaughter showed no influence on the
production of bioactive amines indicating that other factors may be involved.
However, the samples were in excellent state of freshness, significant levels of
spermine and spermidine and rather low levels of cadaverine, putrescine, histamine,

tyramine, phenylethylamine, agmatina, serotonin and tryptamine were found.,.

KEY-WORDS: tuna meat, bioactive amines, capture conditions, quality.



IV.1. Introducéo

O pescado € um alimento perecivel que exige muitos cuidados em relagdo ao
seu manuseio (BERAQUET & LINDO, 1985). Tais cuidados devem ser observados
na escolha do método de captura, bem como nas praticas de manipulacdo
empregadas, ou seja, tipo de insensibilizagédo, forma de sangria, adogdo ou ndo do
descabecamento e evisceracdo, além da higiene e o tipo de conservacéo utilizada

no armazenamento (MERCADO DA PESCA, 2008).

De modo semelhante a carne, os produtos procedentes do mar podem
apresentar autolise, deterioracdo microbiana e oxidacdo lipidica (SOARES et al.,
1998). No entanto, tais alteragdes podem acontecer mais facilmente por causa da
grande quantidade de nutrientes facilmente utilizaveis pelos microrganismos, a
elevada atividade de agua nos tecidos, a presenca de lipidios insaturados, a
presenca de pouco tecido conjuntivo, a acdo de enzimas autoliticas e a alta

atividade metabdlica da microbiota presente (VIEIRA, 2004).

Logo apds a morte, ocorre uma série de transformacdes naturais no musculo
do pescado que ocasionam sua a deterioragdo, porém, de acordo com o método de
captura utilizado, a morte do peixe pode ocorrer mesmo antes dele ser retirado da

agua (VIEIRA, 2004).

Segundo Beraquet & Lindo (1985), sdo considerados deteriorados os peixes
gue apresentarem alteracdes inaceitaveis de ordem fisico-quimica, microbiolégica e
sensorial. Tais alteragdes ocorrerdo independentemente da forma de como o0 peixe

foi manipulado, porém a velocidade com que elas se instalam pode ser reduzida com



a finalidade de manter a carne em alto grau de frescor por mais tempo (VIEIRA,

2004).

A velocidade e a extensdo da decomposicdo autolitica no pescado sdo menos
acentuadas do que as de origem microbiana, que tem inicio ap6s o término do rigor
mortis, ou seja, quanto mais tempo durar esta fase maior ser4d o periodo de
conservacao da carne. Porém, o intenso desgaste fisico do peixe no momento que
precede sua morte pode antecipar o rigor mortis por causa do elevado consumo das
reservas de glicogénio muscular com a finalidade de produzir energia adicional a fim
de ndo ser capturado. Entéo, peixes de habitos ativos como os atuns podem se
debater muito antes de sua morte, prejudicando a qualidade da carne e o tempo de
armazenamento em gelo (VIEIRA, 2004). Dessa forma, o método de captura
demonstra exercer bastante influéncia sobre a qualidade da carne do pescado, ja

qgue propiciam um maior ou menor nivel de estresse no animal.

A determinagédo das aminas biogénicas tem sido proposta como indicador da
deterioragdo do pescado, Vvisto que suas concentragbes aumentam
progressivamente com a deterioracdo do peixe (MIETZ & KARMAS, 1977). Tais
substéancias estdo presentes em pequenas quantidades nos alimentos, mas podem
ser produzidas de acordo com a disponibilidade de aminoacidos livres, da presenca
de bactérias capazes de descarboxilar aminoacidos e de condigbes favoraveis para
0 crescimento microbiano e atividade enzimatica (HALASZ et al., 1994). Desse
modo, este trabalho teve como objetivo estudar a produgédo de aminas bioativas
influenciadas pela condicdo vivo ou morto em atuns capturados pelo espinhel

pelégico.



IV.2. Material e métodos

IV.2.1. Reagentes

Os padrdes das aminas bioativas (espermidina, espermina, putrescina,
cadaverina, histamina, tiramina, triptamina, feniletilamina, agmatina e serotonina) e o
agente derivagdo orto-ftalaldeido (OPA) foram adquiridos da Sigma Chemical Co.
(St. Louis, MO, EUA). A partir da solugéo de cada uma das aminas a 1 mg/mL, em
HCI 0,1 mol/L, foram feitas as diluicbes, neste acido, até se obterem as
concentragdes de 20, 50, 100 e 150 pg/mL. Os reagentes utilizados foram de grau
analitico, exceto os solventes utilizados na CLAE (acetonitrila e metanol), que foram
de grau cromatogréafico. Estes solventes organicos foram filtrados em membranas
HVLP, em PVDF, com 47 mm de diametro e 0,45 um de tamanho do poro (Millipore
Corp., Milford, MA, EUA). A &gua utilizada foi ultrapura obtida do sistema Milli-Q Plus

(Millipore Corp., Milford, MA, EUA).

I11.2.2. Amostras

Uma empresa especializada na captura de pescado migratério localizada no
estado do Rio Grande do Norte enviou para Laboratério de Bioquimica de Alimentos
da Faculdade de Farmécia da Universidade Federal de Minas Gerais 24 amostras
de atum tipo exportagéo no més de julho de 2008.

As amostras compreendiam parte do pedunculo caudal da albacora bandolim
(Thunnus obesus) e albacora laje (Thunnus albacares) que pesavam em média 120

g, conforme indicado na figura IV.1.



Figura IV.1. Amostra do pedunculo caudal de atum para andlise dos teores de aminas bioativas
muscular.

Os peixes foram capturados pela técnica de espinhel pelagico propiciando o

recolhimento a bordo de peixes vivos e mortos, tendo em vista que os espinheis

podiam permanecer até 13 h no mar até serem completamente recolhidos. De

acordo com essa técnica de pesca podiam ser trazidos a bordo peixes sob duas

condigbes:

na primeira, os peixes eram coletados vivos sendo imediatamente atordoados
e sangrados a fim de evitar o estresse do animal, o que facilitou também a
maior liberacdo de sangue tendo em vista que 0 coragdo permanecia em

funcionamento;

a segunda condicdo era de trazer a bordo peixes mortos (em tempo
indeterminado) condicdo essa justificada pelas intensas alteracoes
metabdlicas originadas pelo estresse da captura. Tais animais receberam um
corte na altura da nadadeira peitoral para facilitar o escoamento do sangue,
além de receber jatos de agua para expulsar uma maior quantidade de

sangue.



Todos o0s peixes capturados vivos foram identificados através de um corte no
pedunculo caudal a fim de separa-los daqueles que foram coletados mortos. As
espécies foram identificadas por um classificador experiente durante as operacdes
de processamento no entreposto de pescado localizado no porto da cidade de Natal
no Rio Grande do Norte. As amostras de albacora bandolim e albacora laje foram

obtidas nas condi¢des apresentadas na Tabela IV.1.

Tabela IV.1. DistribuicAo das amostras de atum por espécie e condi¢cdo vivo ou morto para
determinacéo de aminas bioativas muscular.

Espécie Condicdo no momento do abate NUmero de amostras
Albacora bandolim vivo 6
Albacora bandolim morto 6
Albacora laje Vivo 6
Albacora laje morto 6

[11.2.3. Determinagdo de aminas bioativas

Foram determinados os teores de dez aminas bioativas (espermidina,
espermina, putrescina, cadaverina, histamina, tiramina, triptamina, feniletilamina,
agmatina e serotonina) em amostras de albacora bandolim e albacora laje nas
condi¢des apresentadas na tabela IV.1.

As analises foram realizadas por CLAE e deteccéo fluorimétrica apés derivacao
pds-coluna com OPA. Amostras foram quarteadas e trituradas a fim de reduzir seu
tamanho, proporcionando maior superficie de contato da matriz com o agente
extrator. Depois do quarteamento e trituragédo, pesaram-se 5,0 g da amostra em tubo

de centrifuga, adicionaram-se 7,0 mL de &acido tricloroacético 5% e o conjunto foi



homogeneizado em agitador tipo vortex (Biomatic, Brasil) durante 70 s (SILVA,
2008). Em seguida, o extrato foi separado em centrifuga refrigerada modelo MR23i
(Jouan, S. A., Saint Herblain, Franca) e o sobrenadante filtrado em papel Whatman
n° 1. Essa operagdao foi repetida por mais duas vezes e os filtrados combinados. Em
seguida, o filtrado resultante das trés extragdes foi filtrado em membrana HAWP em
éster de celulose, com diametro de 13 mm e tamanho de poro de 0,45 um (Millipore
Corp., Milford, MA, EUA) para posterior injegéo e separagédo das aminas em CLAE
por pareamento de ions em coluna de fase reversa e quantificagdo por fluorimetria
(340 nm de excitacdo e 445 nm de emissdo) apds derivacdo pds-coluna com o-

ftalaldeido (VALE & GLORIA, 1997).

IV.2.4. Calculo dos teores totais de poliaminas e de aminas biogénicas

Os teores de aminas bioativas foram apresentados de forma individual e
também na forma de poliaminas e aminas biogénicas. Para calculos das poliaminas,
foram somados os teores de espermidina e espermina. Para o calculo das aminas
biogénicas, foram somados os teores de putrescina, cadaverina, histamina,

serotonina, tiramina, triptamina, agmatina e 2-feniletilamina.

IV.2.5. Célculo do indice de Mietz & Karmas

Calculou-se o indice de Mietz e Karmas das amostras, tendo sido o calculo
feito da seguinte forma: somaram-se o0s teores de putrescina, histamina e
cadaverina (aminas biogénicas), os quais foram divididos pela soma dos teores de

espermidina e espermina mais um (MIETZ & KARMAS, 1978).



IV.2.6. Andlises estatisticas

Os resultados foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) e a
comparacdo das médias foi feita pelo Teste de Tukey a 5% de probabilidade

(PIMENTEL-GOMES, 2000).

IV.3. Resultados e discussao

Os teores de aminas bioativas encontrados no pedunculo caudal da albacora
bandolim capturado pela técnica de espinhel pelagico na condi¢cdo vivo no momento

de abate estéo apresentados na tabela IV.2.

Tabela IV.2. Teores de aminas bioativas do pedunculo caudal da albacora bandolim capturadas pelo
espinhel pelagico na condi¢édo vivo no momento de abate

Amostra Teores de aminas bioativas (mg/kg)

EPD EPM PUT CAD HIM TIM SRT AGM FEM TRM

1 0,30 1,02 0,10 nd nd nd nd nd nd nd
2 0,29 0,95 0,10 nd nd nd nd nd nd nd
3 0,24 0,77 0,08 nd nd nd nd nd nd nd
4 0,32 0,88 0,12 nd nd nd nd nd nd nd
5 0,23 0,87 0,08 nd nd nd nd nd nd nd
6 0,32 0,85 0,08 nd nd nd nd nd nd nd
Média 0,28 0,89 0,09 0 0 0 0 0 0 0
DP* 0,04 0,09 0,02 0 0 0 0 0 0 0

EPD - espermidina, EPM - espermina, PUT - putrescina, CAD — cadaverina, HIM — histamina, TIM —
tiramina, SRT — serotonina, AGM — agmatina, FEM — feniletilamina e TRM — triptamina.* DP — desvio-
padrdo. nd — ndo detectado (< 0,04 mg/kg).



De uma maneira geral, na amostra do pedunculo caudal da albacora bandolim
foram encontradas as poliaminas espermidina, espermina e a diamina putrescina.
Concordando com esses resultados, Vale & Gléria (1997) afirmaram que, sob
condigdes fisioldgicas, os musculos de peixes frescos contém teores significativos
de espermidina e espermina, teores baixos de putrescina e apenas tragos de
histamina. Embora Arnold & Brown (1978) citem que os peixes da familia
Scombridae sejam particularmente susceptiveis a formac¢do de histamina, pois
apresentam grandes quantidades de histidina livre no tecido muscular, no presente
estudo ndo foram encontrados teores detectaveis de histamina.

De acordo com a tabela IV.3, as aminas biogénicas (cadaverina, histamina,
tiramina, serotonina, agmatina, feniletilamina e triptamina) também néo foram
encontradas nas amostras de albacora bandolim sob a condigdo morto no momento
de abate, revelando que pontualmente a condigdo (vivo-morto) nédo exerceu

influéncia sobre os teores de aminas biogénicas.

Tabela IV.3. Teores de aminas bioativas na carne da albacora bandolim capturadas pelo espinhel
pelagico na condigdo morto no momento de abate.

Amostra Teores de aminas bioativas (mg/kg)

EPD EPM PUT CAD HIM TIM SRT AGM FEM TRM

1 0,28 0,72 0,05 nd nd nd nd nd nd nd
2 0,25 0,81 0,07 nd nd nd nd nd nd nd
3 0,25 0,75 0,06 nd nd nd nd nd nd nd
4 0,33 0,86 0,07 nd nd nd nd nd nd nd
5 0,19 0,72 0,10 nd nd nd nd nd nd nd
6 1,29 0,81 0,08 nd nd nd nd nd nd nd
Média 0,43 0,78 0,07 0 0 0 0 0 0 0
DP* 0,42 0,06 0,02 0 0 0 0 0 0 0

EPD - espermidina, EPM - espermina, PUT - putrescina, CAD — cadaverina, HIM — histamina, TIM —
tiramina, SRT — serotonina, AGM — agmatina, FEM — feniletilamina e TRM — triptamina.

* DP — desvio-padrao.

nd — ndo detectado (< 0,04 mg/kg).



Quanto aos niveis de poliaminas, foi observado que os teores médios de
espermina (0,78 mg/kg) foram significativamente superiores aos encontrados na
condi¢cado vivo (p<0,05), enquanto que a putrescina (0,07 mg/kg) foi mais baixa
(p<0,05) e a espermidina nao diferiu significativamente. As poliaminas sdo moléculas
alifaticas que possuem amino grupos distribuidos ao longo de sua estrutura
(LARQUE et al., 2007). Sdo conhecidas pelos nomes de espermidina e espermina,
estando presentes em todas as células do organismo (LARQUE et al., 2007).

Os teores de aminas bioativas encontrados no pedunculo caudal da albacora
laje capturado pela técnica de espinhel peldgico na condigcdo vivo e morto no

momento de abate estdo apresentados nas tabelas IV.4 e IV.5, respectivamente.

Tabela IV.4. Teores de aminas bioativas na carne da albacora laje capturadas pelo espinhel pelagico
na condicdo vivo no momento de abate

Amostra Teores de aminas bioativas (mg/kg)

EPD EPM PUT CAD HIM TIM SRT AGM FEM TRM

1 0,19 0,75 0,10 nd nd nd nd nd nd nd
2 0,32 1,06 0,09 nd nd nd nd nd nd nd
3 0,25 0,94 0,09 nd nd nd nd nd nd nd
4 0,32 1,04 0,09 nd nd nd nd nd nd nd
5 0,25 0,98 0,08 nd nd nd nd nd nd nd
6 0,22 1,05 0,10 nd nd nd nd nd nd nd
Média 0,26 0,97 0,09 0 0 0 0 0 0 0
DP* 0,05 0,12 0,01 0 0 0 0 0 0 0

EPD - espermidina, EPM - espermina, PUT - putrescina, CAD — cadaverina, HIM — histamina, TIM —
tiramina, SRT — serotonina, AGM — agmatina, FEM — feniletlamina e TRM — triptamina. nd — ndo
detectado (< 0,04 mg/kg). DP — desvio-padrao.

Segundo Veciana-Nogués et al. (1997b), diversos fatores podem afetar os
teores de aminas nos peixes como a espécie, época do ano, sexo, estado

fisioldgico, ambiente e tipo de tecido. No entanto, quando os teores médios da



espermidina, espermina e putrescina da albacora bandolim foram comparados com
os da albacora laje, ambos na condicdo vivo no momento de abate ndo foram
encontradas diferengas significativas (p<0,05) (tabela IV.6).

Entretanto, quando foram comparadas as médias das duas espécies sob a
condicdo morto no momento de abate foram encontradas diferengas nos teores de
espermina e putrescina. Dessa forma, foi observado que os teores apresentados
pela albacora laje foram significativamente superiores aos da albacora bandolim

(p<0,05) (tabela 1V.6).

Tabela IV.5. Teores de aminas bioativas na carne da albacora laje capturadas pelo espinhel pelagico
na condicdo morto no momento de abate

Amostra Teores de aminas bioativas (mg/kg)

EPD EPM PUT CAD HIM TIM SRT AGM FEM TRM

1 0,23 0,96 0,10 nd nd nd nd nd nd nd

2 0,38 1,06 0,13 nd nd nd nd nd nd nd

3 0,22 1,05 0,10 nd nd nd nd nd nd nd

4 0,30 0,88 0,09 nd nd nd nd nd nd nd
5 0,36 1,12 0,14 nd nd nd nd nd nd nd

6 0,26 0,94 0,11 nd nd nd nd nd nd nd
Média 0,29 1,00 0,11 0 0 0 0 0 0 0
DP* 0,07 0,09 0,02 0 0 0 0 0 0 0

EPD - espermidina, EPM - espermina, PUT - putrescina, CAD — cadaverina, HIM — histamina, TIM —
tiramina, SRT — serotonina, AGM — agmatina, FEM — feniletilamina e TRM — triptamina.
* DP — desvio-padrdo. nd — néo detectado (< 0,04 mg/kg).

Esses resultados confirmam que os teores de poliaminas podem ser inerentes
a cada espécie. Segundo Moinard et al. (2005), a espermidina e espermina estao
envolvidas na sintese de DNA, RNA e de proteinas, sendo essenciais no
crescimento e duplicagdo das células. Outra explicacdo para esses resultados

poderia estar relacionada a idade dos animais e ao estado fisiolégico, porém tais



dados ndo puderam ser registrados durante a pesquisa. Afinal, de acordo com Kalac
& Krausova (2005), elevadas concentragfes de poliaminas tém sido encontradas no
sangue durante os estigios de maior desenvolvimento corpdreo, enquanto que

decresce nos adultos.

Tabela IV.6. Teores médios de espermidina, espermina e putrescina em amostras de albacora
bandolim e albacora laje na condi¢ao vivo e morto no momento de abate

Espécie - condicao Teores de aminas (mg/kg)

EPD EPM PUT

albacora bandolim

Vivo 0,28 + 0,04 0,89 + 0,09 0,09 + 0,02

Morto 0,43 +0,42 0,78 +0,06 ° 0,07 £0,02°
albacora laje

Vivo 0,26 + 0,05 0,97 0,12 0,09 + 0,01

Morto 0,29 + 0,07 1,00 +0,09 * 0,11 +0,02°

EPD - espermidina, EPM — espermina, PUT — putrescina.
Médias (ab) na mesma coluna para a condicao morto seguidas de letras diferentes diferem entre si
pelo Teste de Tukey 5% de probabilidade.

Estudos tém indicado que os teores de espermina e espermidina decrescem e
os de putrescina, cadaverina, histamina, tiramina e triptamina aumentam durante o
armazenamento e deterioracdo do atum, truta arco-iris, sardinha, salméo, dentre
outros (MIETZ & KARMAS, 1978; GLORIA et al., 1999). Dessa maneira, foram
somados os teores médios de espermidina e espermina (total de poliaminas) e das
demais aminas biogénicas (total de aminas biogénicas) para comparar as médias
por espécie e condicdo no momento do abate (tabela 111.7).

Foi observado que os teores médios de poliaminas n&o diferiram
significativamente entre si (p<0,05), enquanto que os teores de aminas biogénicas
diferiram (p<0,05). Em seguida, compararam-se as médias do indice de qualidade

proposto por Mietz & Karmas (1978), onde foram observadas diferengas



significativas entre a albacora bandolim e laje quando os mesmo estavam na
condigdo morto no momento de abate. Esse indice é calculado a partir da soma dos
teores de putrescina, histamina e cadaverina seguida pela divisdo da soma dos

teores de espermidina e espermina mais um.

Tabela IV.7. Teores médios de poliaminas, aminas biogénicas e indice de Mietz & Karmas (1978) em
amostras de albacora bandolim e laje na condic&o vivo e morto no momento de abate

Espécie e condicao TPOL (mg/kg) TBIO (mg/kg) INDICE M & K
ABV 1,17 £0,1 0,09 £ 0,02 & 0,04+ 0,01 2
ABM 1,21 0,45 0,07 +0,02° 0,03+0,01°
ALV 1,23+0,16 0,09 +0,01 2 0,04 0,01 ®
ALM 1,29 +0,13 0,11+0,02 % 0,05 +0,01 %

TPOL - total de poliaminas, TBIO — total de aminas biogénicas, INDICE M & K — indice de Mietz &
Karmas. ABV — albacora bandolim vivo, AB M — albacora bandolim morto, ALV — albacora laje vivo,
ALM — albacora laje morto.

Médias na mesma coluna seguidas de letras diferentes diferem entre si pelo Teste de Tukey 5% de
probabilidade.

De uma maneira geral, todas as amostras demonstram excelente qualidade, j&
que apresentaram indices bem abaixo de 1,0. Segundo Mietz & Karmas (1978),
atuns em excelente estado de frescor apresentam baixos teores de putrescina,
cadaverina e histamina e relativamente altos teores de espermidina e espermina.
Afirmam também que nas amostras de qualidade intermediaria pode ser observado
um aumento significativo nos teores de putrescina, cadaverina e histamina e um
decréscimo naqueles referentes & espermidina e espermina, porém aqueles peixes
em estado de decomposigéo, os teores de putrescina, cadaverina e, principalmente,
a histamina continuardo a subir significativamente, enquanto a espermidina e

espermina iréo decrescer.



IV.4. CONCLUSAO

As condigbes vivo ou morto no momento de abate demonstrou ndo exerceram
influéncia sobre a produgéo de aminas bioativas indicando que outros fatores podem
estar envolvidos, porém, as amostras encontravam-se em excelente estado de
frescor, pois foram encontrados teores significativos de espermina e espermidina,
em detrimento de baixos teores de cadaverina, putrescina, histamina, tiramina,

feniletilamina, agmatina, serotonina e triptamina.



CONCLUSOES INTEGRADAS

Os atuns capturados pela técnica de espinhel pelagico no litoral do Rio Grande

do Norte e Pernambuco demonstraram excelente qualidade.

Os atuns destinados a exportagdo do Rio Grande do Norte para os paises da
Unido Européia no periodo de dezembro de 2007 a dezembro de 2008 continham
baixos teores de histamina muscular, atendendo os padrBes exigidos pelos paises

importadores.

A determinagdo das aminas bioativas e a afericAo dos valores das
coordenadas colorimétricas ndo se mostraram adequadas para distinguir as seis

classifica¢des dos atuns atribuidas por um avaliador sensorial treinado.

As condigdes vivo ou morto no momento do abate ndo demonstraram influéncia
sobre a producdo de aminas bioativas, indicando que outros fatores podem estar

envolvidos.
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