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Fortaleza —

O 6xido de trimetilamina (TMAO) é uma
base nitrogenada encontrada em peixes mari-
nhos, bem como em varios grupos de inverte-
brados, especialmente moluscos e crustaceos
( Delaunay, 1967 ) .

Sabe-se que a reducdo do TMAO produz
trimetilamina ( TMA ), sendo este ultimo
composto utilizado como indicador da decom-
posicdo do tecido muscular, na maioria dos
animais marinhos. A qualidade dos filés de
peixes tem sido estimada pela quantidade de
TMA detectada ( Castell ef al., 1974 ) .

Nos peixes, a formacio de TMA a partir de
TMAQO ¢é atribuida & acdo de bactérias ( Lis-
ton et al., 1968 ) , ou de enzimas encontiradas
nos cecos piléricos ( Amano & Yamada,
1964 ). Liston ef al. ( 1968 ) indicam a enzi-
ma triaminase como responsivel pela redu-
¢io de TMAO a TMA, causada por bactérias,
principalmente as do género Pseudomonas
( Migula ) . Entretanto, continua discutivel
a relacdo entre a producao de TMA e a dete-
rioragao bacteriana do pescado ( Laycock &
Regier, 1971 ) .

Poucos estudos foram feitos para demons-
trar a transformacdo do TMAO em TMA , por
acdo das bactérias. Os métodos para medir a
formacao de TMA, a partir da reacédo entre
TMAO e bactérias ( meio de Wood & Baird in
Wilson & Miles, 1966 ) , preconizam um tem-
po de reacfio de quatro dias.

O presente trabalho objetiva diminuir este
tempo da reacdo envolvendo TMAO e bhacté-
rias, estuda algumas das suas propriedades, e
testa a eficiéncia de bactérias, para a produ-
¢éo de TMA a partir de TMAG,

MATERIAL E METODOS

Foram utilizadas Escherichia coli ( Migu-
la ) e espécies dos géneros Klebsiella ( Trevi-
san ), Proteus ( Hauser )} e Staphylococcus
( Rosenbach ) , classificadas de acordo comn
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Breed ef al. ( 1957 ) . A fim de se obter cold-
nias iscladas, as bactérias foram semeadas em
placas de Petri, devidamente esterilizadas,
contendo os meios de Chapmann — para o
desenvolvimento de Staphylococcus — e de
CLED ( Cystine —~ Lactose — Eletrolite —
Deficient ) — para Escherichia coli , Klebsiel-
la e Proteus , sendo depois incubadas na estufa
a 379C, durante 24 horas.

Para a preparacao da suspensdo de bac-
térias foram tomadas 20 colSnias e homoge-
neizadas em Potter, com 20,0 ml de tampédo
fosfato ( 0,01 Mem NaCl 0,1 M,pH =17,0),
previamente esterilizado. O homogenato foi fil-
trado através de papel filtro qualitativo n.o
595 ( Carl Schleicher & Schull ) .

A atividade triaminésica, medida na sus-
pensdo de bactérias, foi determinada como a
capacidade de reduzir o 6xido de trimetilami-
na ( TMAO ) a trimetilamina ( TMA ). A
reacao desenvolveu-se pela adicéo de 0,5 ml da
suspensdo de bactérias a 5,0 ml do meio de
Wood & Baird, previamente esterilizado
(pH =172).

A incubacido da mistura foi feita a tempe-

- ratura de 379C, durante 5 horas. Parou-se a

reagao pela adicdo de 3,0 ml de &cido tricloro-
acético (TCA ) a4% . A concentracéo de tri-
metilamina formada foi determinada pelo mé-
todo de Dyer’s, modificada por Shevan ( in
Uchiyama et al., 1972 ). O tempo zero ou
branco da reacdo correspondeu a adicdo de
0,5 ml da suspensio bacteriana a 5,0 ml do
melo de Wood & Baird sem TMAQ, o qual foi
adicionado apds a adi¢do de TCA a 4% , con-
servadas as demais condicbes de incubacéo.
Todos os valores de densidade 6tica das amos-
tras foram subtraidos daqueles referentes aos
brancos. A unidade de atividade enzimatica
correspondeu a variacdo de 0,01 de densidade
6tica, e foi expressa em unidade de atividade
por colénia.
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A determinacéo do pH 6timo baseou-se na
incubacdo de bactérias no meio de Wood &
Baird, com pH entre 5,0 e 12,0.

Para se conhecer a variacdo da atividade
triaminasica, em funcéc da temperatura e
tempo, foram utilizadas as temperaturas de
30, 37 e 45°C e tempos de 2 a 6 horas.

A atividade triaminésica em funcio do
pH , temperatura e tempo de reacao foi seme-
lhante para todas as bactérias estudadas; por
isto, os dados apresentados sdo relativos ape-
nas a Escherichia coli, tendo as demalis bhac-

- térias apresentado comportamentos seme-
lhantes, diante destes parimetros.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A transformacio de TMAO a TMA , atra-
vés de bactérias, tem sido reportada por varios
autores ( Delaunay, 1967 ; Liston et al., 1968 ;
Laycock, 1971 )} , que nao esclarecem como a3
bactérias estdo envolvidas no processo.

A atividade triaminasica apresentou um
pico maximo em pH 7,0 ( tabela I, figura 1),
semelhante ao encontrado por Wood & Baird
{ Wilson & Miles, 1966 ) . Isto parece indicar
a-participacao de somente uma enzima no sis-
tema TMAO — TMA. O pH 7,0 esta préoximo
daquele usado nos meios de cultura, para o
crescimento em estudo.

TABELA I
Variag¢ao da atividade triaminasica de Escherichia

coli ( Migula ) , em funcao do pH do meio, a tempe-
ratura de 37°C.

Unidade de atividade
—1 —1

X horas

263,6
425,0
680,0
569,6
459,0
211,6
34,0
8,5
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A variacao da atividade triamindsica, em
funcéo da temperatura e do tempo de incuba-
cdo ( tabela IT, figura 2 ) , indica um aumen-
to diretamente proporcional desta atividade
com o tempo, sendo 37°C a temperatura 6tima
da reagio. O crescimento exponencial das bac-
térias induz o aumento da concentragio de
triaminase, que se manifesta numa proporcio-
nalidade entre a velocidade de reacdo com o
tempo de incubacéo, desde que o substrato
esteja em excesso. Por outro lado, observa-se
que um homogenato de bactérias, preparado
como no presente estudo, possibilita a forma-
¢cao de TMA em nivel favoravel a sua detecta-
¢ao0 quantitativa, a partir de 4 horas de incu-
bacdo. Isto se reveste de grande importancia,
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Figura 1 — Variacdo da atividade triaminasica de
Escherichia coli ( Migula ) , em funcéo do pH . Pe-
riodo de incubacio = 5 horas.

TABELA II

Variacdo da atividade triaminasica de Escherichia
coli ( Migula ) , em funcéo da temperatura e tempo
de ensaio

—1
Tempe- Unidade de atividade x col6nia
ratura ; =
(oC ) tempo de incubagio ( horas )
2 |13 | 4 | 5 | 8
30 0,0 638 8670 25500 | 3.995,0
a7 43,0 | 425,0 | 2.550,0 | 2.890,0 | 4.250,0
45 43,0 | 149,0 | 14880 | 2.720,0 | 4.038,0

TABELA III

Atlvidade triaminasica de varias espécies de bacté-
rias, incubadas & 37°C, em pH = 7,0.

Unidade de atividade
—1

Bactérias —1
X colbnia X horas
Escherichia coli 620,0
Staphylococcus 25,6
Klebsiella 187,0
Proteug 527,0

tendo em vista a grande reducéo do tempo de
reacdo, antes fixado em 4 dias ( Wilson &
Miles, 1966 ) , favorecendo extremamente o
estudo das propriedades desta enzima.

Dentre as bactérias estudadas, a Esche-
richia coli foi a que apresentou maior ativi-
dade triaminasica ( tabela IIT , figura 3 ),
vindo em seguida as bactérias pertencentes aos
géneros Proteus , Klebsiella e Staphylococcus .
em ordem decrescente.
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Figura 2 — Variacfo da atividade tr_iaminésica de
Escherichia coli ( Migula ) , em funcéo da tempera-
tura e tempo de reacdo.
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Figura 3 — Atividade triaminasica das bactérias es-
tudadas. Periodo de incubacdo = 5 horase pH = 7,0.

CONCLUSOES

1 — As bactérias Escherichia coli e as dos
géneros Staphylococeus , Klebsiella e Proteus ,
reduzem o TMAQ a TMA.

2 — A preparagio de amostras, permitiu
a formacdo da TMA a partir de 4 horas da

reacao, envolvendo TMAO e suspensio de bac-
térias.

3 — A triaminase mostrou uma atividade
maxima em pH 7,0 e na temperatura de
37eC,

4 — Em termos de atividade triaminasi-
ca, Escherichia coli foi a bactéria que se apre-
sentou mais eficiente, vindo por ordem de-
crescente as dos géneros Proteus, Klebsiella e
finalmente Staphylococcus , esta dltima com
quase nula atividade.

SUMMARY

The present paper deals with some modi-
fications in the reaction involving trimethy-
lamine oxide ( TMAO ) and bacteria, in order
to diminish the duration of the reaction and to
study some of its properties. It also tests the
efficacy of some bacteria in the reduction of
TMAO to trimethylamine ( TMA ).

The triaminasic activity showed its high-
est level at pH 7,0 and varied in a direct pro-
portion to the time of reaction. The optimum
temperature reaction was 37°C .

Among the studied bacteria, Escherichia
coli showed the highest activity, but this
activity was at a standstill in Staphylococcus
suspension.
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