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Resumo - Muitas aminas sdo comumente encontradas em alimentos de origem vegetal e animal, porém apenas um pequeno
namero ¢ de interesse por produzirem reacdes adversas se ingeridas e absorvidas no organismo humano. Dentre elas, a
histamina e a tiramina podem desencadear sintomas de intoxicacdo. As algas marinhas sdo amplamente consumidas pelos
povos orientais, e, no Ocidente, seu consumo encontra-se em expansdo. O Brasil ndo tem esta tradicdo, mas a diversidade de
espécies encontradas no litoral brasileiro as torna potencialmente uteis como alimento humano. Para promové-las com essa
finalidade, sdo necessarios estudos quimicos e bioquimicos. No presente trabalho, treze espécies de macroalgas marinhas
coletadas na praia do Pacheco, no municipio de Caucaia - CE, foram preliminarmente analisadas quanto a presenca de
histamina e tiramina por cromatografia liquida de alta eficiéncia. A identificagdo destas aminas biogénicas foi feita com base
nos tempos de retengdo dos padrdes comerciais de dicloridrato de histamina e cloridrato de tiramina, comparados com aqueles
correspondentes aos mesmos compostos nos extratos algais. Nenhuma das treze espécies estudadas neste trabalho apresentou
histamina e/ou tiramina em quantidades capazes de provocar sintomas de intoxicagio através do seu consumo.

Palavras-chave - Alga marinha. Histamina. Tiramina. Intoxicac@o alimentar.

Abstract - Many amines are commonly found in food of both animal and vegetable origin, however only a small number is of
interest since they produce diverse reactions when ingested and absorbed by humans. Among them, histamine and tyramine
can cause intoxication symptoms. Marine algae are consumed widely by the eastern civilizations, and in the West, their
consumption is expanding. Brazil does not have this tradition, but the diversity of species found throughout the Brazilian coast
line make marine algae potentially useful for human ingestion. For such, it is necessary to perform chemical and biochemical
studies. In this study, thirteen species of marine macroalgae were collected from Pacheco beach, on the Atlantic coast of Ceara
State, Brazil. Preliminarily, they were analysed for histamine and tyramine using high performance liquid chromatography.
These amines were identified by comparing the retention time of standard solutions of histamine dihydrochloride and tyramine
hydrochloride with those of the alga extracts. Histamine and/or tyramine have not been found in quantities high enough to cause
pharmacological actions in any of the thirteen species of marine macroalgae studied.
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Introducao

A utilizagdo de algas marinhas para consumo
humano esta documentada desde 600 a.C., principalmente
nos paises asiaticos como China, Japdo, Coreia ¢ Filipinas,
onde as espécies mais consumidas sdo Laminaria japonica
(“kombu”), Undaria pinnatifida (“wakame”) e Porphyra
spp. (“nori”’) (LUNING; PANG, 2003). Os povos orientais
possuem o habito de consumir algas marinhas que so
consideradas fontes de vitaminas, fibras dietarias e sais
minerais (BURTIN, 2003), revestindo-se em importante
fonte de nutrientes. Além dos compostos benéficos
presentes nas algas marinhas, ha outros considerados
indesejaveis como as aminas biogénicas, que sdo
prejudiciais a saide do homem.

As aminas biogénicas consistem em compostos
organicos nitrogenados, alcalinos, de baixo peso molecular,
formados e degradados por aminagdo e transaminacdo de
aldeidos ou cetonas, hidrolise de compostos nitrogenados,
decomposi¢do térmica ou, principalmente, através da
descarboxilagdo de aminoacidos como resultado do
metabolismo normal de animais, vegetais e micro-
organismos (MAINTZ; NOVAK, 2007).

Estescompostos,que geralmentepossuematividade
biologica, sdo encontradas em bebidas fermentadas
como cervejas (LORET et al., 2005) e vinhos (CHANG
et al., 2009; DEL PRETE et al., 2009; PROESTOS et
al., 2008); vegetais frescos e fermentados (MORET et
al., 2005; MARTINEZ-VILLALUENGA et al., 2008);
peixes e derivados de pescado (CINQUINA et al., 2004;
KIM et al., 2009); produtos carneos (GENCCELEP et al.,
2008; LATORRE-MORATALLA et al., 2008) ¢ queijos
(INNOCENTE et al., 2007; PINTADO et al., 2008). A
quantidade presente nos alimentos depende da variedade,
maturidade e condigdes ambientais em que sdo produzidos.
Com relagdo a concentracdo original, os niveis podem variar
durante o processamento e a estocagem e sao influenciados
pelas condigdes de higiene (MAINTZ; NOVAK, 2007).

Apds a ingestdo de alimentos e/ou bebidas em
que ha histamina e/ou tiramina, alguns efeitos toxicos e
farmacoldgicos podem ser desencadeados devido as suas
propriedades psicoativas e vasoativas, principalmente em
individuos com comprometimento no sistema enzimatico
das monoamina-oxidases (MAO A e MAO B) que ocorre
naturalmente no trato gastrintestinal humano. Essas
enzimas sdo inibidas por certos analgésicos e algumas
drogas usadas no tratamento de tuberculose, estresse,
depressdo e mal de Parkinson (BESTER; MOSTERT,
1993; TEN BRINK et al., 1990).

E enorme a utilizagdo de compostos extraidos de
algas, principalmente os ficoldides, agar, carragenana e
alginato, na manufatura de medicamentos, cosméticos

¢ alimentos, cujo destino é o consumo humano, além
do grande nimero de espécies de algas marinhas que
sdo consumidas in natura ou processadas. As aminas
biogénicas ndo sdo destruidas pelo calor, ou seja, mesmo
que clas ou seus produtos sejam submetidos a tratamento
térmico, as aminas uma vez formadas permanecerdo
ativas. A determinag@o de aminas biogénicas (histamina,
tiramina, agmatina, putrescina, cadaverina, espermina e
espermidina) em alimentos e bebidas estd relacionada
com o potencial toxico (LARQUE et al., 2007). Estudos
capazes de revelar a presenga de aminas biogénicas em
algas marinhas s muito escassos, existindo pouca
informagd@o na literatura sobre sua ocorréncia, embora
seu potencial como alimento humano seja crescente
(PIRES et al., 2008; SOUSA et al., 2008).

O objetivo do presente trabalho foi verificar
preliminarmente a ocorréncia de histamina e tiramina em
treze espécies de macroalgas comumente encontradas no
litoral cearense e determinar sua concentragao.

Material e métodos

Treze espécies de macroalgas marinhas
(Chlorophyta: Caulerpa cupressoides, C. mexicana, C.
racemosa, C. prolifera, C. sertularioides e Ulva fasciata;
Rhodophyta: Botryocladia occidentalis, Bryothamnion
seaforthii, B. triquetrum e Cryptonemia crenulata; e
Phaeophyta: Dictyota dichotoma, Dictyopteris delicatula e
Lobophora variegata) foram coletadas durante a maré baixa
na Praia do Pacheco, Caucaia-Ceara, em agosto de 2007 e
levadas para o laboratorio. O material coletado foi lavado
para remogdo de impurezas e epifitas macroscopicas e
colocado sobre papel absorvente para drenar o excesso
de agua. Por¢des de aproximadamente 100 g de cada
espécie foram desidratadas em estufa a 40 °C por 15 h. O
material seco foi triturado, até a obteng¢ao de um po fino,
e usado para a preparagao dos extratos em HC1 0,1 M, na
proporcédo 1:10 (p/V), em triplicata.

A extrag@o bruta foi procedida em banho-maria a
95 °C por 15 min. Em seguida, uma extragao seletiva foi
realizada em n-butanol, ap6s alcalinizagdo com solugdo de
NaOH 5 M saturada com NaCl e de volta para HC1 0,1 M.
O excesso de n-butanol foi completamente evaporado.
O residuo, suspenso em tampao fosfato 70 mM, pH 2,0,
foi filtrado em membrana de 0,45 pm. Aliquotas de
100 pL foram injetadas manualmente em um sistema
cromatografico constituido de uma coluna Atlantis dC18
(4,6 x 250 mm), como fase estacionaria, ¢ como fase
moével uma solucao de fosfato de potassio monobasico 70
mM, cujo pH foi ajustado para 2,0 com acido fosforico
85%, contendo 7 mM de 4cido pentassulfonico (solvente A) e
acetonitrila (solvente B). No programa de elui¢ao de gradiente,
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a mistura de solventes foi bombeada a 1 mL min™ por uma
bomba AKTAbasic 10, modelo P-900, (GEhealthcare),
da seguinte maneira: de 0 a 7 min, 96,8% de A ¢ 3,2%
de B; e de 7 a 15 min, 88% de A ¢ 12% de B. No final
da corrida, a coluna foi re-equilibrada por 6 min com as
condi¢des iniciais da analise. O monitor AKTAbasic UV
900 (GEhealthcare) foi ajustado em 271 nm ¢ 216 nm
para a leitura de histamina e tiramina, respectivamente.
Os cromatogramas foram registrados através do sistema
de controle Unicorn ™, versdo 5.0.

A identificagdo de histamina e tiramina nos extratos
algais foi feita por comparagdo com os tempos de retencéo
obtidos para as solug¢des padriao preparadas com padrdes
comerciais da Sigma-Aldrich, dicloridrato de histamina (H-
7250) e cloridrato de tiramina (T-2879), respectivamente.
As curvas de calibragdo foram feitas para estabelecer
a existéncia de correlagdo de Pearson (p < 0,05) entre
as quantidades injetadas na coluna e as areas dos picos
correspondentes as diferentes concentragdes. Os extratos
algais ¢ os padrdes foram tratados de forma idéntica,
considerando volume de reagentes e aliquotas transferidas
entre etapas do procedimento.

Asconcentragdes de histamina e tiramina, expressas
em mg kg! de peso seco, nos extratos das algas analisadas
foram calculadas pela formula abaixo:

area amostra N 1.000
———— x ug padro x

(1)

mgkg'= _
peso alga (g) 1.000

area padrao

Resultados e discussao

A existéncia de correlagdo de Pearson entre as areas
dos picos e as quantidades (0,005; 0,01; 0,02; 0,03; 0,04
e 0,05 ug) aplicadas separadamente na coluna permitiu
a quantificagdo de histamina (r = 0,9996; p < 0,0001) ¢
de tiramina (r = 0,9982; p < 0,0001) nos extratos algais.
Os compostos que apresentaram tempos de retengdo
semelhantes aos dos padrdes comerciais, dicloridrato de
histamina (4,64 £ 0,04 min, n= 15) e cloridrato de tiramina
(14,38 = 0,06 min, n = 15), foram co-cromatografados e
considerados histamina e tiramina, respectivamente.

Normalmente, a identificagdio de compostos
separados por cromatografia liquida de alta eficiéncia
(CLAE) ¢ feita com base no tempo de retencdo e na co-
cromatografia. Para que este procedimento seja aceito,
¢ recomendavel que ndo haja variagdes muito grandes
entre o tempo de retengdo referente ao composto padrio
e aquele da amostra. Cinquina et al. (2004), por exemplo,
aceitaram uma variacdo de £ 2,5% entre o tempo de
retengdo da amina presente na amostra € o tempo de
reten¢do do padrdo correspondente. Este percentual foi

muito superior ao observado neste trabalho tanto para
histamina quanto para tiramina.

Aliquotas de 100 pL dos padrdes comerciais
(dicloridrato de histamina ¢ cloridrato de tiramina) com
concentragdo de 1 mg mL"! foram injetadas no sistema
cromatografico em dias consecutivos (n = 15), revelando
tempos de retengdo com desvios-padrao relativos iguais
a 0,86 e 0,45%, respectivamente. A histamina padréo co-
cromatografada com 1 g de alga apresentou recuperagio
variando de 35,1% a 80,7%, com média igual a 54,3%,
quando comparada com o padrdo cromatografado na
auséncia da alga. Para a tiramina, esse intervalo de variagdo
foi de 53,1% a 90,6%, com média igual a 73,3%.

A presenga de histamina foi observada em onze
(85%) das treze espécies analisadas neste trabalho, ndo
tendo sido detectada nos extratos de Caulerpa racemosa
e Dictyota dichotoma. A tiramina, por sua vez, foi
encontrada em oito (62%) das treze espécies estudadas,
ndo tendo sido evidenciada sua presenga nos extratos
de Caulerpa prolifera, C. cupressoides, Ulva fasciata,
Lobophora variegata e Cryptonemia crenulata (TAB. 1). E
importante ressaltar que, nos extratos em que estas aminas
foram detectadas, suas quantidades ndo ultrapassaram
0,01 mg kg! de alga desidratada.

Os limites maximos de histamina e tiramina permitidos
em alimentos sdo claros na legislacdo de muitos paises, ndo
havendo, no entanto, valores estabelecidos especificamente
para algas marinhas, nem mesmo naqueles paises onde elas
sdo tradicionalmente consumidas como alimento. No Brasil,
0 Ministério da Agricultura, através da Portaria N° 185, de
13 de maio de 1997 (BRASIL, 1997), estabelece o limite
de 100 ppm (100 mg por kg de muisculo) de histamina no
musculo de peixes das espécies pertencentes as familias
Scombridae, Scomberesocidae, Clupeidae, Coryphaenidae
e Pomatomidae. Da mesma forma que nos demais paises,
nenhuma referéncia ¢ feita as algas marinhas.

A verdade ¢ que embora a histamina ocorra em
uma ampla variedade de plantas superiores, sua presenca
em algas marinhas tem sido relatada em um numero
limitado de espécies. Barwell (1979) examinou a presenga
de histamina em 77 espécies de algas marinhas do Reino
Unido. Dentre todos os membros das Chlorophyta,
Rhodophyta e Phaeophyta, ela foi detectada apenas na
alga marinha vermelha, Furcellaria lumbricalis, e seu teor
variou de 245 a 1.780 pg g' de peso seco. Para o autor,
a presen¢a de histamina nas amostras de F. lumbricalis
coletadas em trés locais diferentes e distantes um do outro
parece ser uma caracteristica consistente dessa espécie.
A auséncia de histamina nas demais algas estudadas foi
atribuida ao fato de que poucas espécies foram analisadas
mais de uma vez, sendo perfeitamente possivel encontra-la
em algum estagio do ciclo de vida da espécie.
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Tabela 1 - Ocorréncia de histamina e tiramina nos extratos de algas marinhas pertencentes as divisdes Chlorophyta, Rhodophyta e

Phaeophyta, coletadas na praia do Pacheco, Caucaia, Ceara, em agosto de 2007

Espécies de algas

Histamina

Tiramina

Chlorophyta

Caulerpa cupressoides
Caulerpa mexicana
Caulerpa prolifera
Caulerpa racemosa
Caulerpa sertularioides
Ulva fasciata
Rhodophyta
Botryocladia occidentalis
Bryothamnion seaforthii
Bryothamnion triguetrum
Cryptonemia crenulata
Phaeophyta

Dictyota dichotoma
Dictyopteris delicatula

Lobophora variegata

+ o+ + o+ o+

+ o+ + +

+

+ o+ o+ + o+

+

+ Presenca de aminas biogénicas; - Auséncia de aminas biogénicas

Posteriormente, partes distintas do talo da F.
lumbricalis, em diferentes estagios de desenvolvimento
(gametofitas e tetraesporofitas), foram analisadas. Uma
quantidade relativamente alta de histamina (60 a 500 pg g'!
de peso fresco) foi encontrada e associada a uma provavel
protecdo natural contra organismos herbivoros, para
que o espécime garanta sua sobrevivéncia até atingir a
maturidade (BARWELL, 1989; BARWELL, 1994), que
esta estimada de 4 a 6 anos.

Mourdo et al. (2007) analisaram 15 espécies de
algas marinhas verdes, vermelhas e pardas, coletadas
no litoral cearense em julho de 2004, quanto a presenca
de histamina. Em apenas duas espécies de rodofitas,
Botryocladia occidentalis ¢ Cryptonemia crenulata,
eles encontraram um composto que foi preliminarmente
considerado como histamina.

Semelhantemente ao observado para a histamina,
ainda s@o muito poucos os estudos sobre a ocorréncia de
tiramina em algas marinhas. Os raros registros na literatura
relatam sua presenca na microalga verde Scenedesmus
acutus (ROLLE et al., 1977), nas macroalgas vermelhas,
Chondrus crispus e Polysiphonia urceolata e parda,
Laminaria saccharina (STEINER; HARTMANN, 1968;
HARTMANN; AUFERMAN, 1973; KNEIFELetal., 1977).
Saker-Sampaio (1997) investigou a presenga de tiramina
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na feoficea Laminaria digitata, ndo tendo encontrado
nenhum componente similar a ela nesta espécie. Na
rodoficea Palmaria palmata, ela foi encontrada em
quantidades variaveis (<1,0 a 85,0 pg g de peso fresco)
ao longo do ano.

As algas marinhas representam um grande potencial
para a nutricdo humana, pois apresentam baixos valor
caldrico e teor de lipidios e alto valor protéico, sendo
excelentes fontes de vitaminas, minerais e fibras dietarias.
Desta forma, a presenga de aminas farmacologicamente
ativas em algas ou produtos de algas marinhas deve ser
efetivamente estudada em um maior nimero de espécies.
Dependendo da quantidade presente, elas podemrepresentar
um risco a saude do consumidor por desencadear sintomas
de intoxicag@o que podem inclusive levar a morte.

Conclusao

Em todas as 13 espécies de algas marinhas
estudadas foi observada a ocorréncia de histamina e/
ou tiramina. Entretanto, em nenhuma das espécies com
presenca de histamina e/ou tiramina foi evidenciada
quantidades capazes de provocar sintomas de intoxicagdo
através do seu consumo.
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