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Resumo - A histamina € uma amina primdria produzida a partir da descarboxilagdo microbiana da L-histidina. A
ingestdo de alimentos contendo altos niveis dessa amina pode provocar intoxicagdo histaminica. A histamina
ocorre em uma ampla variedade de plantas superiores, mas sua presenca tem sido relatada em um nimero
limitado de espécies de algas marinhas. No presente trabalho quinze espécies de macroalgas marinhas coletadas
na praia do Guajiru, Trairi-CE foram analisadas quanto a presenca de histamina por cromatografia liquida de
alta eficiéncia (HPLC) em fase reversa. A identificac@o da histamina foi feita comparando-se o tempo de retengao
do cloridrato de histamina padrdo (Sigma), igual a 8,24 £+ 0,05 min (n = 15), com aquele do composto presente
nas algas e eluido em aproximadamente 8 min, assim como com base na co-cromatografia. Apenas duas espécies
de algas marinhas: Botryocladia occidentalis e Cryptonemia crenulata apresentaram um composto com tempo
de retencdo de 8,26 = 0,03 min e 8,27 + 0,03 min, respectivamente, os quais foram considerados preliminarmente
como histamina.

Termos para indexagdo: Deteccdo, HPLC, histamina

Abstract - Histamine is a primary amine formed from microbial decarboxylation of L-histidine. Consumption of food
containing high levels of histamine might induce an intoxication known as histaminic poisoning. Histamine occurs
in a wide range of land plants, but has been reported in a very limited number of marine algae. In this paper, fifteen
marine macroalga species were collected at Guajiru beach, Trairi-CE. The presence of histamine was investigated
using RP-HPLC. Standard solution of histamine showed a retention time of 8.24 + 0.05 min (n = 15). Chromatography
of Botryocladia occidentalis and Criptonemia crenulata presented a component with approximately the same
retention time as histamine, 8.26 £ 0.03 min and 8.27 + 0.03 min, respectively. For the other species, chromatograms
did not show a component similar to histamine.

Index terms: Detection, HPLC, histamine.
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Introducao

As aminas biogénicas sdo definidas como compos-
tos orgédnicos nitrogenados bdsicos, de baixo peso
molecular, que geralmente possuem atividade biolégica.
Sao formadas e degradadas como resultado do metabolis-
mo normal de animais, vegetais e microrganismos por
aminac¢lo e transaminacido de aldeidos ou cetonas,
hidrélise de compostos nitrogenados, decomposi¢do tér-
mica ou principalmente através da descarboxilacdo de
aminodcidos (Smith, 1980; Bester & Mostert, 1993; Halasz
et al., 1994; Santos, 1996).

Esses compostos sdo encontrados em uma varie-
dade de alimentos de origem animal e vegetal, como algas,
peixes e seus produtos (Kneifel, 1979; Shalaby, 1994;
Cinquina et al., 2004; Krizek et al., 2004; Patange et al.,
2005; Tsai et al., 2005), produtos carneos (Straub et al., 1993;
Draisci et al., 1998), queijos (Stratton et al., 1991; Martelli
et al., 1993), vegetais frescos e fermentados (Kalac et al.,
2002; Moret et al., 2005), cervejas (Izquierdo-Pulido et al.,
1993; Loret et al., 2005) e vinhos (Leitao et al., 2005).

As propriedades psicoativas e vasoativas de algu-
mas aminas biogénicas, especialmente histamina, provo-
cam efeitos téxicos e farmacolégicos apds a ingestdao de
alimentos contendo tais compostos. Isso ocorre principal-
mente em individuos com comprometimento no sistema
das monoamina-oxidases (MAO A e MAO B), que s@o
encontradas, naturalmente, no trato gastrintestinal humano
(Ten Brink et al., 1990).

Aminas farmacologicamente ativas em algas ou
produtos de algas devem ser estudadas. Dependendo da
quantidade presente, elas podem representar um risco a
saide do consumidor por desencadear sintomas de into-
xica¢do que podem inclusive levar a morte. Estudos capa-
zes de revelar a presenca de aminas biogénicas em algas
marinhas sdo importantes, tendo em vista que: (1) elas
podem ser utilizadas como alimento humano; (2) muitos
compostos extraidos de algas, principalmente os ficol6ides,
agar e carragenana, sdo empregados na manufatura de
medicamentos, cosméticos e alimentos, cujo destino é o
consumo humano; e-(3) as aminas biogénicas nio sdo
destruidas pelo calor (Cannell, 1993).

Para promover as algas marinhas como alimento
humano € necessario conhecer os compostos benéficos (nu-
trientes) e maléficos (fatores antinutricionais € compostos
potencialmente téxicos) que possam estar presentes.

O objetivo deste trabalho é investigar prelimi-

narmente a ocorréncia de histamina em algumas
macroalgas marinhas presentes no litoral do Ceara.

Material e Métodos

Quinze espécies de macroalgas marinhas pertencen-
tes as divisdes Chlorophyta: Caulerpa cupressoides, C. pro-
lifera, C. racemosa, Cladophora prolifera e Ulva fasciata,
Rhodophyta: Botryocladia occidentalis, Bryothamnion
seaforthii, Cryptonemia crenulata, Gracilaria ferox e
Hypnea cervicornis; e Phaeophyta: Dictyota dichotoma,
Dictyopteris delicatula, Lobophora variegata, Padina
gymnospora e Sargassum cymosum foram coletadas na Praia
do Guajiru, Trairi-CE, em julho de 2004, durante a maré
baixa, e levadas para o laboratério, onde foram lavadas e
preparadas para estocagem a —20°C.

Aproximadamente 100 g de cada alga foram
macerados com nitrogénio liquido até a obten¢do de um
po fino, usado na preparacio dos extratos. Estes, prepara-
dos em triplicata, constaram da suspensao de 1g do p6 em
10 mL de HCI 0,1 M, homogeneizacdo em Vortex por 1
min e aquecimento em banho-maria (Thermomix, 18 BU)
a 95°C por 15 min. Em seguida, os extratos foram
centrifugados a 2.000 x g por 5 min. O sobrenadante foi
usado para a extracdo seletiva em solu¢do de NaOH 5 M
saturada de NaCl e as aminas extraidas em éter dietilico. Os
tubos foram misturados por 10 min e as fases (aquosa e etérea)
separadas por centrifugacio a 2.000 x g por 5 min. A fase
de éter foi transferida para um tubo de ensaio contendo
HCl1 0,1 M e misturada por 10 min. Em seguida, os tubos
foram novamente centrifugados a 2.000 x g por 5 min para a
separagdo das fases. A maior parte da fase de éter foi removi-
da e o remanescente evaporado sob uma corrente de ar. A
fase de HC1 0,1M foi analisada por cromatografia liquida de
alta eficiéncia (Saker-Sampaio, 1997).

O sistema cromatografico consistiu em coluna
Waters PhaseSep Spherisorb S5 ODS B (4,6 x 250 mm) e
fase moével constituida de tampdo fosfato 50 mM-—
acetronitrila (94:6, v/v) (Bartha et al., 1989) contendo 5
mM de 4cido pentassulfonico, como par idnico, com flu-
x0 de 1 mL.min! usando uma bomba (Amersham
AKTAbasic 10, modelo P-900). Aliquotas de 100 pL da
fase de HCI1 0,1M foram injetadas manualmente usando
um injetor de amostras Rheodyne 7210 (Hamilton Co.).
O detector (Amersham AKTAbasic 10, modelo UV 900)
foi ajustado em 271 nm e os cromatogramas registrados
pelo Unicorn Software, versao 5.2.

Uma solugdo padrao de histamina em HCI 0,1 N
(1 mg.mL") era preparada diariamente. Um padrio cons-
tituido de histamina foi processado separadamente e em
combinacdo com 1 g de alga (co-cromatografia), de forma
idéntica as amostras de algas, de modo que 10 pg fossem
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injetados na coluna. Esse procedimento foi usado para
assegurar a extragao e deteccao de histamina nos extratos
em que ela foi adicionada intencionalmente. A presenga
de histamina nos extratos de alga foi observada com base
no tempo de retengdo da histamina padrio (Sigma) e na
co-cromatografia.

Resultados e Discussao

A identifica¢do da histamina foi feita comparan-
do-se o tempo de retencdo do dicloridrato de histamina
padrdo (Sigma), igual a 8,24 + 0,05 min (n = 15), com
aquele do composto presente nas algas e eluido em apro-
ximadamente 8 min, assim como com base na co-
cromatografia.

A ocorréncia de histamina foi verificada em apenas
duas espécies de algas marinhas das quinze estudadas neste
trabalho. As rodoficeas Botryocladia occidentalis e
Cryptonemia crenulata apresentaram um composto com
tempo de reten¢do de, respectivamente, 8,26 £ 0,03 min
(Figura 1) e 8,27 £ 0,03 min (Figura 2), os quais foram
considerados preliminarmente como histamina. O extrato
de C. crenulata exibiu um pico com drea aproximadamen-
te 20 vezes maior que o observado em B. occidentalis.

Neste trabalho, os compostos encontrados nos ex-
tratos de algas marinhas com tempo de retencao de apro-
ximadamente 8 min foram considerados preliminarmen-
te como histamina. A co-cromatografia (alga + padrdo)
foi procedida de modo que, se o composto presente na
alga fosse histamina, ele deveria ser eluido junto com o
padrdo e a area do pico correspondente a alga + padrdo
deveria ser maior do que a drea do pico da alga sozinha.
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Figura 1 - Cromatograma do extrato da alga marinha vermelha
Botryocladia occidentalis.
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Figura 2 - Cromatograma do extrato da alga marinha vermelha
Cryptonemia crenulata.

As co-cromatografias de B. occidentalis e C. crenulata
estdo apresentadas nas Figuras 3 e 4, onde € possivel ob-
servar a coincidéncia dos tempos de reteng¢do e o aumento
discreto da drea do pico, tendo em vista que apenas 10 g
foram adicionados.

A injecao de 100 puL da solucao padrdo de
dicloridrato de histamina (1 mg.mL") em dias consecuti-
vos (n = 15) revelou que o desvio padrdo relativo do tempo
de retengdo foi igual a 0,66%, enquanto que para injecdes
no mesmo dia (n = 6), esse valor variou de 0 a 1,96%.

A histamina ocorre em uma ampla variedade de
plantas superiores, mas sua presenca em algas marinhas
tem sido muito pouco relatada na literatura. A ocorréncia
e distribuicdo de histamina em diferentes partes do talo da
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Figura 3 - Co-cromatograma do extrato da alga marinha ver-
melha Botryocladia occidentalis + 10ug de dicloridrato de
histamina (H-7250, Sigma).
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Figura 4 - Co-cromatograma do extrato da alga marinha ver-
melha Cryptonemia crenulata + 10ug de dicloridrato de
histamina (H-7250, Sigma).

Furcellaria lumbricalis (gamet6fitas e tetraespordfitas) foi
estudada e a quantidade relativamente alta de histamina
encontrada no material (60 a 500 pg.g"' peso fresco) foi
associada a protec@o natural contra organismos herbivo-
ros, para que a alga garanta sua sobrevivéncia até atingir a
maturidade (Barwell, 1989; Barwell, 1994).

A ocorréncia de histamina estd registrada
apenas na rodoficea F. lumbricallis (Barwell, 1979). En-
tretanto, outras aminas biogénicas foram detectadas em
algas marinhas. Guven et al. (1970) encontrou hordenina
na alga vermelha Phyllophora nervosa. Mais tarde,
Kawauchi & Sasaki (1978) alegaram o primeiro registro
da presenga de uma alquilamina fendlica em algas mari-
nhas. Eles isolaram e identificaram hordenina da alga ver-
melha Ahnfeltia paradoxa. A hordenina também foi isola-
da de algas provenientes de diferentes localidades da
Inglaterra e Irlanda. A quantidade dessa amina na alga
vermelha Gigartina stellata varioude 1,20 + 0,08 24,97 £
0,60 pg.g' peso seco (Barwell & Blunden, 1981) e em
Mastocarpus stellatus, outra alga vermelha, ficou entre
600 e 5.500 pg.g! peso seco (Barwell et al., 1989). Saker-
Sampaio (1997) coletou amostras mensais, em Southsea
(Inglaterra),da feocicea Laminaria digitata e da rodoficea
Palmaria palmata, mas a presenca de hordenina nao foi
observada em nenhuma amostra ao longo de 12 meses.

A tiramina foi encontrada na microalga verde
Scenedesmus acutus (Rolle et al., 1977), nas macroalgas
vermelhas Chondrus crispus, Polysiphonia urceolata e na
parda Laminaria saccharina (Steiner & Hartmann, 1968;
Hartmann & Auferman, 1973; Kneifel et al., 1977). Saker-
Sampaio (1997) investigou a presencga de tiramina em L.
digitata e P. palmata, ndo tendo encontrado nenhum com-
ponente similar a tiramina em L. digitata, mas em P. palmata
a quantidade variou de <1 a 85 pg.g"!' peso fresco.

Conclusoes

1. Das quinze espécies de macroalgas marinhas estuda-
das, treze ndo apresentaram histamina. Apenas duas es-
pécies de macroalgas marinhas vermelhas, Botryocladia
occidentalis e Cryptonemia crenulata apresentaram um
composto com tempo de retengdo semelhante ao da
histamina padrao.

2. Na co-cromatografia (alga + padrdo), o composto pre-
sente na alga apresentou um tempo de elui¢do igual ao
padrio e area do pico ligeiramente maior do que aquela
correspondente ao extrato da macroalga sem o padrdo,
tendo em vista que apenas 10mg foram adicionados.

3. O extrato de C. crenulata exibiu um pico em aproxima-
damente 8 min com 4rea cerca de 20 vezes maior que o
observado em B. occidentalis.
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