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RESuMO

Os enchidos sdo um produto muito consumido no mercado portugués, e como acontece
na maior parte dos produtos ricos em proteinas e em compostos azotados, podem
apresentar a formacdao de compostos indesejaveis como as aminas biogénicas durante o
armazenamento, a maturacdo e a fermentacgdo, sendo por isso necessario o seu estudo.

Com este trabalho pretendeu-se desenvolver um método cromatografico que ndo usasse
acetonitrilo como eluente organico (como acontece na maior parte das referéncias
bibliograficas consultadas), uma vez que este solvente se encontra actualmente com
pouca oferta comercial atingindo precos exorbitantes. Pretendia-se igualmente o
desenvolvimento de um método cromatografico que permitisse uma reducdo no tempo
de andlise, traduzindo-se numa reducdo do consumo de eluentes, logo numa
metodologia econdmica e ambientalmente mais amigavel. Para tal recorreu-se a
utilizacdo de duas colunas cromatograficas, uma monolitica de fase reversa e uma coluna
tradicional de silica, ndo se verificando diferencas significativas que justificassem o uso
da coluna monolitica. Neste estudo desenvolveu-se uma metodologia usando a
cromatografia liquida de elevada performance (HPLC), tendo sido testados dois
derivatizantes diferentes, cloreto de dansilo e cloreto de dabsilo. Para ambos procedeu-se
ao estudo e optimizagdo de parametros da reaccdo de derivatizacdo e a optimizagao de
eluentes e gradiente usados na anadlise cromatografica. Concluiu-se que o cloreto de
dabsilo era aquele que apresentava melhores resultados. Depois de desenvolvido o
método, procedeu-se ao estudo dos parametros de validagdo. Por ultimo, o método foi
aplicado a amostras de enchidos comerciais para quantificacdo das aminas biogénicas em

cada uma delas.

Palavras chave: Aminas Biogénicas; HPLC-UV; derivatizacdo com cloreto de dansilo;

derivatizagdao com cloreto de dabsilo; enchidos



ABSTRACT

Sausages are a product widely consumed by the Portuguese population, and, as in most
products rich in protein and nitrogen compounds, may present undesirable compounds
such as biogenic amines originated during the storage, ripening and fermentation.

The aim of this work was to develop a chromatographic method avoiding the use of
acetonitrile as organic solvent (as in most of works reported in the available literature),
since this solvent is currently in short supply business, thus reaching exorbitant prices. It
was also the aim of this work to develop a chromatographic method that allows a
reduction in analysis time, resulting in a more economic and environmentally friendly
methodology by reducing the consumption of organic solvents. To achieve this, two
chromatographic columns were tested, a monolithic reversed-phase column and a
traditional silica. We concluded that there were no significant differences that justify the
use of the more expensive monolithic column. In this study a high performance liquid
chromatographic (HPLC) methodology was developed, and two different derivatizing
reagents, dansyl chloride and dabsyl chloride were tested. For both, a study of the
derivatization reaction parameters and of chromatographic analysis was performed. It
was concluded that the dabsyl chloride was the one who had the best results. After being
developed, the method was validated. Finally, the method was applied to sausage

samples bought in a local market, for the evaluation of biogenic amines content.

Keywords: Biogenic amines; HPLC-UV; dansyl chloride derivatization; dabsyl chloride

derivatization; sausages
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OBJECTIVOS DO TRABALHO E ORGANIZAGAO DA TESE

As aminas biogénicas podem ser encontradas numa grande variedade de alimentos, tais
como: chocolate, peixe, cerveja, vinho, queijos curados, fruta, vegetais, produtos
fermentados de carne ou de vegetais, café, bebidas alcodlicas, entre outros.
Considerando que estes compostos se formam por descarboxilacdo de aminoacidos
precursores e que esta reaccdo € mediada por enzimas com origem microbiana,
alimentos ricos em proteinas, quando submetidos a condicdes que permitam o
desenvolvimento da actividade bacteriana, podem apresentar quantidades de aminas
biogénicas consideraveis. Desta forma, um teor elevado de aminas biogénicas pode ser
indicativo de mas condicdes higieno-sanitarias de matérias-primas, pode reflectir um
incumprimento das regras de higiene durante a produgdo ou armazenamento dos
produtos, podendo ser ainda um parametro Util para a monitorizacdo da degradacdo de
determinados alimentos ao longo do tempo. Por outro lado, a generalidade das aminas
biogénicas sao consideradas como componentes téxicos indesejaveis, sendo por isso
importante o seu estudo, tanto a nivel da segurancga alimentar, como da qualidade dos
alimentos, visto que teores elevados destas aminas podem desencadear reacgdes

adversas nos consumidores.

Apesar da unanimidade verificada quanto a eleicdo da técnica analitica utilizada para este
proposito, a cromatografia liquida de elevada performance (HPLC), verificam-se diversas
diferencas nas metodologias de extraccdo e derivatizacao utilizadas. No entanto, todas as
metodologias cromatograficas utilizam solventes organicos, produzindo elevadas
guantidades de residuos poluentes. Acresce o facto de o solvente maioritario ser
sistematicamente o acetonitrilo, um solvente que actualmente se encontra com pouca
oferta comercial, atingindo, por isso, precos verdadeiramente exorbitantes, sendo
urgente a disponibilizagdo de alternativas. Assim, o primeiro objectivo deste trabalho
analitico prendeu-se com o desenvolvimento de um método cromatografico que nao
utilizasse acetonitrilo e simultaneamente permitisse uma reducdo do consumo total de
solventes organicos por amostra.

Simultaneamente verifica-se a existéncia de uma vasta gama de metodologias utilizadas
na derivatizacdo destes compostos mas poucos estudos que comparem resultados
obtidos com diferentes derivatizantes, constituindo essa tarefa o segundo objectivo do
trabalho.

Com base na nova metodologia desenvolvida pretendeu-se quantificar as aminas
biogénicas em enchidos, alimentos tradicionalmente consumidos pela populagdo

Portuguesa. Este estudo teve como principal motivacao o facto de existirem poucos



dados relativos a presenca destes compostos nos enchidos Portugueses, apesar de

disponibilizados noutros paises europeus.

A presente dissertacdo encontra-se estruturada em quatro capitulos. O primeiro capitulo
corresponde a uma introducdo tedrica ao estudo das aminas biogénicas e referéncia a
trabalhos consultados na literatura disponivel. Neste capitulo descreve-se a ocorréncia
destes compostos em alimentos diversos, com especial incidéncia para os produtos
carneos. Referem-se ainda as metodologias analiticas mais frequentemente utilizadas
para a determinacdo destes compostos em matrizes alimentares. No segundo capitulo
sdo apresentados os materiais e métodos utilizados neste trabalho. Neste capitulo
encontra-se descrito o procedimento usado para efectuar a extraccdo das aminas da
matriz estudada, bem como para a sua derivatizacdao. Apresenta-se ainda uma descricao
pormenorizada do sistema e condicdes cromatograficas usadas neste estudo.

No terceiro capitulo apresentam-se os resultados obtidos e sua discussao. Este encontra-
se subdividido em trés pontos principais. No primeiro ponto referem-se os resultados
obtidos na optimizacdo das condicdes cromatograficas, detalhando-se os ensaios para os
dois derivatizantes testados (cloreto de dansilo e o cloreto de dabsilo). O segundo ponto,
diz respeito a validagdo do método seleccionado, encontrando-se descritos os resultados
obtidos para cada parametro analitico avaliado, nomeadamente: a linearidade, limites de
deteccdo e quantificacdo, a precisdo e a recuperacdo. Por ultimo, apresentam-se os
resultados referentes a aplicacdo da metodologia em amostras reais de enchidos de
diversas zonas de Portugal, adquiridas em diversas superficies comerciais.

No quarto capitulo, apresenta-se uma sinopse das conclusoes retiradas sobre este estudo
bem como algumas sugestdes para trabalhos futuros. Por fim, apresenta-se uma
listagem alfabética das referéncias bibliograficas utilizadas e citadas ao longo deste
trabalho.



1. INTRODUGCAO

1.1. Aminas biogénicas: origem e classificacao

As aminas biogénicas sdao compostos organicos nitrogenados, de natureza basica, com
actividade bioldgica. Estes compostos estdo associados ao metabolismo dos seres vivos
em geral, nomeadamente animais, plantas e microrganismos, sendo encontrados numa
ampla variedade de produtos alimentares (Vidal-Carou et al., 2009). Em fungdo da sua
estrutura quimica, as aminas biogénicas mais comummente encontradas em alimentoss
podem ser agrupadas em monoaminas aromaticas, aminas heterociclicas, diaminas
alifaticas e poliaminas alifaticas (Vidal-Carou et al., 2009). Os diferentes compostos
pertencentes a cada um dos grupos referidos e as respectivas estruturas podem ser

consultadas na Tabela 1.

Tabela 1 - Estrutura quimica das aminas biogénicas mais frequentes em alimentos. [Fonte:
Onal, 2007]
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Classicamente, e dependendo da sua sintese/origem, as aminas biogénicas sdo definidas
como sendo de "origem biogénica" ou de "origem enddgena/natural" (Vidal-Carou et al.,
2009). Contudo, por vezes, ndao ha uma clara divisdo entre estas duas categorias. No
primeiro caso, as aminas biogénicas sdo resultantes do metabolismo microbiano, através
da descarboxilacdo de aminodacidos precursores. Dentro deste grupo encontra-se a
tiramina, a 2-feniletiilamina, a histamina, a triptamina, a cadaverina, a putrescina e a
agmatina, as quais resultam da descarboxilacao da tirosina, da fenilalanina, da histidina,
do triptofano, da lisina, da ornitina e da arginina, respectivamente. As enzimas
descarboxilases responsaveis pela sintese destas aminas biogénicas em alimentos sdo
principalmente de origem bacteriana e normalmente induzidas por determinadas
condigcdes ambientais (por exemplo, pH acido desfavoravel ao crescimento microbiano).

As poliaminas naturais tém origem endogena, resultando de processos metabdlicos
intracelulares, e estdao presentes nos alimentos em concentragdes ndo tdxicas, sendo
essenciais para diversos organismos vivos. Geralmente, considera-se que as poliaminas

alifaticas espermina e espermidina sdo as aminas mais representativas desta categoria.

1.2. Aminas biogénicas nos alimentos

As aminas biogénicas podem-se encontrar numa vasta gama de alimentos e produtos
alimentares, tais como: chocolate, peixes e produtos a base de peixe, mariscos, cerveja,
vinho tinto, queijos curados (Vidal-Carou et al., 2009), fruta, vegetais, carne, leite,
produtos fermentados de carne ou de vegetais (Suzzi et al., 2003), avelds, café, bebidas
alcodlicas (Onal, 2007), entre outros. Estes compostos sdo considerados como
componentes téxicos indesejaveis, estando por este motivo relacionados com a
segurancga alimentar e com a qualidade dos alimentos.

No que respeita a seguranga alimentar, os produtos alimentares devem ser produzidos,
transportados e armazenados sob escrupulosas condicGes higiénicas, por forma a evitar o
crescimento de microrganismos e a consequente producdo de teores elevados de
determinadas aminas biogénicas que podem desencadear reacgdes adversas nos
consumidores, tais como a tiramina, a histamina e, em menor grau, a 2-feniletilamina.
Devido as suas propriedades vasoactivas, a tiramina e a 2-feniletilamina podem conduzir
ao aumento da pressao arterial, podendo causar ainda dores de cabeca, suores, vomitos,
entre outros efeitos (Vidal-Carou et al., 2009). Pessoas que estejam medicadas com
farmacos inibidores da monoamino-oxidase (IMAO) devem ter especial atencdo com os
alimentos consumidos, devido a possibilidade de ocorréncia de um aumento dos efeitos
vasoactivos provocados pela tiramina (Shalaby, 1996). A histamina pode provocar
vasodilatacdo e subsequente hipotensao, problemas de pele (rubor e prurido), problemas

gastrointestinais (diarreia, cdlicas, vomitos) e neuroldgicos (dores de cabega, tonturas),



entre outros (Vidal-Carou et al., 2009). A histamina tem sido implicada como agente
causal em diversos surtos de intoxicagdo alimentar e pensa-se que pode ter uma
toxicidade acrescida quando na presenca de outras aminas como a cadaverina,
putrescina e tiramina (Shalaby, 1996). A agmatina, a espermina, a espermidina ou as
aminas terciarias podem ainda reagir com nitritos formando nitrosaminas carcinogénicas
gue constituem um potencial risco para a saude humana (Shalaby, 1996).

A histamina € a Unica amina biogénica submetida a regulamentagao juridica em algumas
espécies de peixes, sendo o limite maximo na Europa de 100mg/kg. No entanto nao
existe regulamentacao para os enchidos (Latorre-Moratalla et al., 2008). Contudo, alguns
autores consideram que a ingestdo de 8-40mg, 40-100mg e superior a 100mg de
histamina pode provocar um envenenamento ligeiro, intermédio e intenso,
respectivamente (Onal, 2007).

Para além dos possiveis efeitos adversos para a saude, a determinacdo do teor em
aminas biogénicas é também importante pela sua relagcdo com a qualidade e higiene
alimentar, uma vez que conteldos elevados de determinadas aminas podem indicar a
utilizacdo de matérias-primas de fraca qualidade ou contaminacdao devido a condicoes
inapropriadas durante o processamento e/ou armazenamento dos alimentos.

Segundo Vidal-Carou e co-autores (2009) a qualidade higiénica e frescura de
determinados alimentos pode ser determinada pelo indice de aminas biogénicas (IAB), o

qual pode ser calculado através da seguinte formula.
(histamina + Putrescina + cadaverina) / (1 + espermina + espermidina) [1]

De uma forma geral, um valor de IAB> 1 indica uma baixa qualidade do produto, sendo
gue um valor de IAB <1 indica o oposto, isto €, uma boa qualidade do produto alimentar
em questdo. Contudo, a aplicagdo do IAB em produtos fermentados é mais dificil, dado
que a formacao destes compostos pode ndo estar directa e exclusivamente associadas a
qualidade das matérias-primas, mas sim devido a acgdo dos microrganismos que levam a

cabo o processo de fermentagao (Vidal-Carou et al., 2009).

1.3. Aminas biogénicas em carne e em produtos carneos

A generalidade dos alimentos ricos em proteinas podem acumular determinadas
guantidades de aminas biogénicas quando submetidos a condicdes que permitam o
desenvolvimento da actividade bacteriana, como por exemplo, o armazenamento
inadequado, a maturacdao e a fermentacdo. Diversos estudos realizados com carnes e
produtos carneos, alimentos com elevado teor proteico, tém demonstrado a presenca de
quantidades moderadas a elevadas destes compostos (Vidal-Carou et al., 2009). A

excepcdo da espermina e da espermidina, consideradas aminas biogénicas de origem



endogena, a principal origem de quantidades elevadas de aminas biogénicas nos
alimentos em geral, e nas carnes em particular, é atribuida a accao das descarboxilases

bacterianas.

No caso particular das carnes, o estudo do teor em aminas biogénicas adquire uma
importancia significativa uma vez que pode ser usado como indicador da perda de
frescura bem como na monitorizacdo da qualidade higiénica das matérias-primas usadas.
Como indicador da perda de frescura, o estudo das aminas biogénicas, individuais ou em
combinacdo, é muito relevante visto que o aumento significativo de aminas biogénicas
ocorre antes do aparecimento dos sinais sensoriais de deterioracao (Vidal-Carou et al.,
2009). Por outro lado, os tratamentos térmicos aplicados pela industria da carne aos
produtos cadrneos inactivam os microorganismos, contudo nao reduzem o conteudo de
aminas biogénicas, porque estas sdo termorresistentes. Consequentemente, a
acumulacdo de aminas biogénicas nos produtos carneos, nomeadamente a tiramina, a
putrescina e a cadaverina em concentracdes acima dos niveis aceitaveis (100 a
200mg/kg para a tiramina, 50mg/kg para a putrescina e para a cadaverina) e até o
aparecimento da histamina, pode ser considerado como resultado de mas praticas de
higiene, e portanto o seu estudo tem elevada importancia na monitorizacdo da qualidade

higiénica das matérias-primas.

1.3.1. Ocorréncia de aminas biogénicas em carne e em produtos carneos

Existem varios factores que influenciam a producdo de aminas biogénicas neste tipo de
produtos, como o pH, a concentracdo de cloreto de sdédio, o diametro dos produtos
carneos, o potencial redox, a temperatura de armazenamento, os aditivos (acucar, sulfito

de sddio e o nitrito de sodio), entre outros.

Carne fresca e produtos carneos

Nas carnes recém-abatidas, a espermina e espermidina sdo as principais aminas
detectadas, uma vez que, como referido anteriormente, sdo aminas de origem enddgena
(Patsias et al., 2006). Além de pequenas quantidades de putrescina que podem
pontualmente ocorrer, as outras aminas sdo normalmente indetectaveis e s aparecem
sob condicbes que permitam a actividade bacteriana. Em contraste com os produtos
horticolas, a carne e os produtos de origem animal contém maiores quantidades de
espermina do que espermidina, com um racio de cerca de 10:1 entre elas. Segundo
varios autores, o conteldo de espermina e de espermidina pode variar amplamente na
carne, estando descritas como frequentes concentragbes de 15-50mg/kg para a
espermina e 1-5mg/kg para a espermidina (Vidal-Carou et al., 2009). A espécie animals

ndo parece ser determinante para a variagdo, pois as diferencas entre a carne de porco,



carne bovina e produtos avicolas, por exemplo, ndo sdo tdo vastas quanto entre 6rgdos

ou partes do mesmo animal ou outro animal da mesma espécie.

Produtos de carne cozida

Nos produtos a base de carne com tratamento térmico (enchidos com carne cozida,
salsichas, fiambres, etc.), a espermina e a espermidina sdao as Unicas aminas biogénicas
usualmente detectadas (Vidal-Carou et al., 2009). Os niveis destas poliaminas nestes
produtos sdao, em geral, ligeiramente inferiores aos da carne fresca, sendo este facto
atribuido ao efeito da diluicdo produzida quando a carne magra é misturada com gordura
e outros ingredientes incluidos na formulagdo do produto. Embora as poliaminas sejam
consideradas resistentes ao calor, uma pequena redugdo destes compostos também tem
sido relatada durante os tratamentos térmicos. O contelido das outras aminas biogénicas
nestes produtos é muito mais variavel do que o das poliaminas (idealmente <5mg/kg),
(Vidal-Carou et al., 2009). Em geral, as concentracdes de tiramina, histamina, e
diaminas sdao muito baixas, com algumas excepgdes. Raramente a 2-feniletilamina e a

triptamina sao detectadas.

Produtos de carne curados

A fabricacdo destes produtos envolve grandes pedagos ou pecas de todo o musculo sem
picagem ou mistura. O sal comum é um ingrediente fundamental, contribuindo ndo so6
para a seguranca do produto, mas também para o desenvolvimento das caracteristicas
organolépticas durante a maturacdao a temperaturas relativamente baixas. Embora o pH
ndo diminua, sob estas condigdes o crescimento microbiano é fortemente limitado e, de
uma forma geral, s6 as bactérias haldfilas conseguem crescer (Suzzi et al., 2003). As
leveduras e algumas bactérias acido-lacticas também se podem desenvolver em menor
quantidade. Consequentemente, o conteldo de aminas biogénicas, como a tiramina, a
histamina, a cadaverina e a putrescina neste tipo de produto é bastante baixo (com
valores medianos de 2 a 80mg/kg), com apenas algumas excepgoes (Vidal-Carou et al.,
2009). Nao se conhece a ocorréncia de quantidades significativas da 2-feniletilamina e da

triptamina neste tipo de produtos.

O periodo de maturacdo é um factor critico que determina o grau de acumulacdo das
aminas biogénicas, especialmente a tiramina. Em contrapartida, uma grande formacao
de diaminas durante o fabrico, especialmente a cadaverina, tem sido relatada como
dependente do tipo de maturagdo. Uma maturagdo rapida permite um crescimento maior
das aminas biogénicas em comparacdo com uma maturacdo lenta. Estes resultados sdo

atribuidos as altas temperaturas aplicadas durante a secagem/cura. Os fendmenos



proteoliticos que ocorrem durante o amadurecimento aumentam a concentragdo dos

aminoacidos precursores e correlacionam-se com a formacdo das aminas biogénicas.

Produtos de carne fermentados

Dentro deste tipo de produtos, os enchidos e os queijos sao os alimentos que registam
uma quantidade maior em aminas biogénicas (Vidal-Carou et al., 2009). Relativamente
aos enchidos, por vezes sao encontrados produtos com teores elevados em aminas
biogénicas, o que se justifica ndao sé pelos seus teores elevados de proteina como
principalmente pela actividade proteolitica que ocorre durante o periodo de maturacao, a
qual origina a libertacdo de aminoacidos que podem servir de precursores de aminas
biogénicas pela accdo das descarboxilases bacterianas.

A influéncia de varios factores fisico-quimicos tais como o pH, temperatura, potencial
redox, concentracdo de cloreto de sddio e aditivos, na producao de aminas biogénicas em
produtos fermentados, tém sido alvo de estudo em diversos trabalhos (Suzzi et al.,
2003). A temperatura é um dos principais factores a ter em conta na producao deste tipo
de alimentos. Segundo Vidal-Carou et al. (2009) quanto maior for a temperatura de
armazenamento, mais rapida é a acumulagdo da cadaverina, putrescina, tiramina e
histamina.

O sal comum é um ingrediente fundamental ndo s6 para a seguranca do produto, mas
também para o desenvolvimento das caracteristicas organolépticas durante a maturacgao
com temperaturas relativamente baixas (Vidal-Carou et al., 2009). A semelhancga do que
foi referido para os produtos curados, também nos enchidos fermentados a variacdo na
quantidade de agua e no racio sal/agua durante a fermentacdo e armazenamento dos
produtos carneos tem um papel importante na multiplicacdo microbiana, uma vez que
reduz o seu crescimento (Suzzi et al., 2003). Alguns aditivos (agucar, sulfito de sédio e o
nitrito de sdédio), normalmente adicionados a determinados enchidos, podem também
afectar a produgdo de aminas biogénicas. Segundo Suzzi et al. (2003), o agucar afecta
de forma positiva a producdo de aminas biogénicas dado que durante a fermentacdo e a
maturacdo, as bactérias lacticas convertem a glicose a acido lactico que é responsavel
pela diminuicdo do pH, reduzindo assim o crescimento dos microrganismos. Elevadas
quantidades de histamina podem estar relacionadas com a inadequada diminuicao do pH
nos primeiros dias de maturagdao (Suzzi et al., 2003).

A adicdo de 500 a 1000 mg/kg de sulfito de sédio ndo reduz a producdo da tiramina,
apenas inibe a acumulacdo da cadaverina (Suzzi et al., 2003). A adigdo de 150mg/kg de
nitrito de sddio a enchidos italianos diminuiu a acumulagdo de cadaverina e putrescina,
mas por sua vez aumentou trés vezes mais a concentracdo de histamina (Suzzi et al.,
2003). A producdo das aminas biogénicas também é afectada pelo diametro dos

produtos, verificando-se uma menor concentracdo de sal e actividade da agua superior
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em produtos com maior didmetro. Consequentemente, um maior diametro pode levar ao
aumento das aminas biogénicas (principalmente de tiramina e putrescina) (Suzzi et al.,
2003).

Para além de trabalhos pontuais realizados em produtos especificos de determinadas
regidoes ou paises, no ambito do projecto Europeu “Tradisausage” o teor em aminas
biogénicas foi determinado em diversas amostras de enchidos fermentados (chourica)
produzidos por métodos tradicionais e provenientes da area mediterranica (Franca,
Espanha, Italia, Portugal e Grécia) e Eslovaquia (Latorre-Moratalla et al., 2008). Neste
estudo, verificou-se a existéncia de quantidades de aminas biogénicas variaveis de pais
para pais. Contudo, a tiramina foi a amina biogénica encontrada em maior quantidade
em todas as amostras, seguida da putrescina e da cadaverina (Latorre-Moratalla et al.,
2008). Ja em enchidos Dinamarqueses (Suzzi et al., 2003) verificou-se uma
concentragao superior de cadaverina em relagdo as outras aminas, ao passo que em
enchidos do sul da Italia com diferentes diametros, verificou-se uma maior concentracao
de tiramina em todas as amostras, observando-se ainda que as amostras com maior
diametro “Soppressata” continham concentracdes mais elevadas de aminas biogénicas
em relacdo a “Salsiccia” cujo didmetro é menor (Parente et al., 2001; Suzzi et al., 2003).
Nos enchidos Espanhdis artesanais e industriais a tiramina foi a amina biogénica com
concentracdao mais elevada, seguida da putrescina (Miguélez-Arrizado et al., 2006), o
mesmo se verificou nos enchidos artesanais Argentinos (Fadda et al., 2001), nos Belgas
(norte e sul), Italianos e Noruegueses (Ansorena et al., 2002) e nos Russos (Suzzi et al.,
2003). No que respeita ao estudo de enchidos tradicionais Portugueses, no painho de
Portalegre verificou-se uma concentragdo superior de cadaverina em relagdo as outras
aminas (Roseiro et al., 2006). Na chourica e no salpicdao de Vinhais verificou-se uma
concentracao superior de tiramina e de putrescina no caso das chouricas € uma maior
concentragao de tiramina no caso do salpicdo (Ferreira et al., 2007).

De todas as aminas biogénicas, a tiramina é normalmente a mais frequente e a mais
abundante neste tipo de produtos, cujo valor médio descrito pela literatura é de
140mg/kg (Vidal-Carou et al., 2009). A maioria destes tipos de produtos mostram
montantes relativamente reduzidos de diaminas, putrescina e cadaverina, porém, alguns
podem acumular grandes montantes, que pode exceder o conteudo da tiramina. Os
valores médios descritos pela literatura para a putrescina e a cadaverina sdo 89mg/kg e
44mg/kg, respectivamente (Vidal-Carou et al., 2009). As outras aminas biogénicas
também se detectam neste tipo de produtos onde a histamina, a 2-feniletilamina, a
triptamina, a espermina e a espermidina podem apresentar os seguintes valores médios:
4mg/kg, 2mg/kg, 4mg/kg, 23mg/kg e 7mg/kg, respectivamente (Vidal-Carou et al.,
2009).



1.4. Determinacao de aminas biogénicas em carne e em produtos carneos

Varios procedimentos para a determinacdao das varias aminas biogénicas em diferentes
matrizes tém sido desenvolvidos e aperfeicoados, encontrando-se disponiveis na
literatura. Analiticamente, a medicdo das aminas biogénicas e poliaminas em alimentos
ndo é um procedimento simples, principalmente pelos seguintes motivos:
e Diversidade das estruturas quimicas das aminas biogénicas (aromaticas,
heterociclicas e alifaticas);
e Ampla gama de concentracdes de diferentes aminas biogénicas que podem estar
presentes no produto;
e Complexidade da amostra (elevado teor de proteinas e, muitas vezes, elevado

teor de gordura).

Diversos autores consideram que o estudo analitico das aminas biogénicas em produtos
carneos envolve essencialmente duas fases (Moret et al., 1996; Vidal-Carou et al.,
2009):
(1) a extraccdo das aminas a partir da matriz (alimento sélido), que em alguns casos,
inclui uma purificacao ou limpeza do extracto bruto;
(2) a determinagdo analitica das aminas, que pode ser realizada por meio de uma
variedade de abordagens, incluindo procedimentos enzimaticos,

espectrofluorométricos e cromatograficos.

1.4.1. Extraccao e purificacao dos extractos

Nesta fase, as aminas biogénicas presentes nas amostras solidas, sdo extraidas para
uma fase liquida e separadas dos compostos potencialmente interferentes. Esta fase é
considerada uma etapa crucial para a precisao da metodologia, consistindo no factor
mais decisivo para a recuperacdo analitica de cada amina. Embora alguns autores
refiram a utilizacdo de agua (a quente ou a temperatura ambiente) na extraccdo de
aminas a partir de matrizes sodlidas, os solventes mais utilizados sdao as solucdes acidas,
como o acido cloridrico (por exemplo a 0,1M) (Vidal-Carou et al., 2009), acido
tricloroacético (por exemplo a 5-10%) (Patsias et al., 2006; Balamatsia et al., 2006;
Ruiz-Capillas et al., 2007; Ansorena et al., 2002; Komprda et al., 2004), e o acido
perclérico (por exemplo a 0,4-0,6M) (Vinc et al., 2002; Hernandez-Jover et al., 1996;
Roseiro et al., 2006; Genccelep et al., 2007; Min et al., 2007; Latorre-Moratalla et al.,
2008; Gengcelep et al., 2008; Bover-Cid et al., 1999; Virgili et al., 2007; Ansorena et al.,
2002) bem como solventes organicos tais como o butanol, butanol/cloroférmio, metanol,
acetona (Ansorena et al., 2002), acetonitrilo/acido perclérico, diclorometano/acido

perclérico ou acido metanosulfénico (Onal, 2007). No caso mais frequente, em que a
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extraccdo se realiza com solugdes acidas, a selectividade e a recuperagdo sdo
influenciadas pelo tipo de &cido utilizado. Apesar de varios estudos compararem a
capacidade de extraccdo de distintos acidos, os resultados obtidos nem sempre sao
concordantes ou conclusivos. No caso dos produtos carneos, devido a turbidez e a
ocorréncia de substancias interferentes, o acido cloridrico ndo é uma escolha adequada,
sendo recomendados o acido perclérico ou o acido tricloroacético pela sua elevada
capacidade na precipitacdo das proteinas (Vidal-Carou et al., 2009). Dependendo da
técnica analitica aplicada na determinacdo das aminas biogénicas, podera ser necessario
introduzir um passo prévio de limpeza/purificacdo do extracto. Varias abordagens tém
sido propostas para purificar os extractos brutos, incluindo a extraccdo em fase sédlida
com alumina ou resina de troca idnica. A extraccdo liquido-liquido com solventes
organicos é também frequentemente aplicada. Neste caso, o extracto bruto é saturado
com um sal, ajustado a um pH alcalino, e particionado com um solvente orgénico que
consiga extrair selectivamente as aminas, deixando os aminodacidos livres na fase
aquosa. Porque o pH Optimo para a extraccdo varia entre as aminas, um rigoroso
controlo deste pardmetro é necessario para se obterem recuperagoes e reprodutibilidade
satisfatorias. Contudo, a etapa de limpeza aumenta o tempo de analise e introduz um
factor de incerteza e variabilidade como resultado do manuseamento da amostra (Vidal-
Carou et al., 2009). A utilizagdo de um padrdo interno como o 1,7-diaminoheptano
(Lorenzo et al., 2007; Roseiro et al., 2006; Gengcelep et al., 2007; Min et al., 2007;
Gengcelep et al., 2008; Ferreira et al., 2007; Parente et al., 2001; Ansorena et al., 2002;
Komprda et al., 2004), o 1,8-diaminooctano (Ansorena et al., 2002) ou a benzilamina

(Vidal-Carou et al., 2009) pode ajudar a resolver essa limitacao.

1.4.2. Metodologias analiticas para a deteccdao e quantificacdo de aminas

biogénicas

Até a presente data, varios métodos tém sido desenvolvidos para a anadlise das aminas
biogénicas, incluindo a cromatografia em camada fina, a cromatografia gasosa, a
electroforese capilar, a cromatografia liquida de alta performance (HPLC) (Onal, 2007), a
conductimetria, a deteccdo amperométrica/electroquimica e a ressonancia magnética
nuclear (com ou sem separacdo cromatografica prévia) (Gosetti et al., 2007). Pela sua
elevada resolucdo, sensibilidade e versatilidade, os procedimentos cromatograficos sao
os métodos mais utilizados (Vidal-Carou et al., 2009). A cromatografia em camada fina é
um método simples, que nao requer um equipamento especial, mas a anadlise é
demorada e os resultados sdo imprecisos. A cromatografia gasosa ndo é frequentemente
aplicada neste tipo de analises. Pelo contrario, a utilizagdo de HPLC, com colunas de

troca idnica ou de fase reversa, € o método mais referido na literatura (Onal, 2007).
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A detecgdo das aminas biogénicas é geralmente feita recorrendo a detectores UV-Vis, de
diodos (DAD) ou de fluorescéncia. Contudo, nestes casos € necessario proceder a sua
derivatizacdao (pré ou pos-coluna) devido aos baixos coeficientes de absorcdo no UV-Vis,
especialmente no caso das aminas de natureza alifatica (Vidal-Carou et al., 2009).

A derivatizacdo quimica destes compostos pode ser realizada com uma variedade de
reagentes. Os mais frequentemente utilizados sdo o cloreto de dansilo (cloreto de 5-
dimetilamino-1-naftaleno-sulfonilo [DnCl]), que forma compostos estaveis apds a
reaccao quer com aminas primarias quer secundarias, e o-ftaldialdeido (OPA), que reage
rapidamente (aproximadamente 30 seg) com as aminas primarias, na presenca de um
agente redutor como o 2-mercaptoetanol (ME) (Onal, 2007). A Figura 1 mostra a
derivatizacdo das aminas biogénicas com o cloreto de dansilo e com o OPA. No caso
especifico da determinacao de aminas biogénicas em carnes, alguns autores referem a
utilizacdo do cloreto de dabsilo (Bockhardt et al., 1996; Castillo e Castells, 2001). Outros
reagentes de derivatizacdo tém sido descritos e utilizados em varios trabalhos, tais como
fluorescamina, isotiocianato de fluoresceina (FITC), fenilisotiocoanato (PITC), 6 - amino-
quinolil-N-hidroxisuccinimidil carbamato (ACCQ), cloreto de 2-naftiloxicarbonilo (NOC-CI),
cloreto de benzoilo, ninidrina (Vidal-Carou et al., 2009), 9-fluorenilmetil cloroformato e
2,3-naftaleno dicarboxaldeido (Onal, 2007).
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Figura 1 - Representacdo das reaccoes de derivatizacdo das aminas biogénicas com o

cloreto de dansilo (a) e com o o-ftaldialdeido (b). [Fonte: Vidal-Carou et al., 2009]

Alguns autores sugerem que a utilizacdo de OPA como derivatizante, em vez de DnCl ou
fuorescamina, pode ser vantajoso devido a maior selectividade para as aminas primarias

e ao aumento da sensibilidade do método. No entanto, a estabilidade dos derivados OPA-
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amina é baixa, sendo recomendada a derivatizagdo pds-coluna ou pré-coluna realizada
imediatamente antes da analise por HPLC (Vidal-Carou et al., 2009). Por outro lado,
alguns autores referem que o OPA ndo seria adequado para a determinacdo das
poliaminas naturais, espermina e espermidina, uma vez que este derivatizante reage
preferencialmente com grupos amina primarios. No entanto, varios autores tém descrito
metodologias baseadas em derivatizacao com OPA que permitem a medicdo exacta
dessas duas poliaminas. Tal poder-se-a dever ao facto de que também estas poliaminas
apresentam agrupamentos amino primarios para além de aminas secundarias e,
portanto, poderdo reagir com o reagente OPA-ME como as outras aminas biogénicas. No
entanto, a maioria dos trabalhos publicados utiliza o cloreto de dansilo como
derivatizante (pré-coluna). De forma idéntica ao que acontece com a flurescamina, a
derivatizacdo com DnCl resulta frequentemente em varios subprodutos interferentes que
devem ser removidos antes da analise cromatografica, para evitar a co-eluicdo com as
aminas biogénicas. Para tal, é frequente a adicdo de amodnia ou prolina, com a funcdo de
consumir o excesso de reagente de derivatizacdo, de forma a estabilizar o extracto.

Apesar de existirem varios trabalhos que reportam o teor de aminas biogénicas em
carnes e produtos carneos, poucos estudos tém comparado o desempenho e a
concordancia entre os diversos métodos analiticos descritos na bibliografia e utilizados na
determinacdo das aminas biogénicas nestes produtos alimentares. Na Tabela 2 podem
ser consultadas as condicGes utilizadas em diversos trabalhos disponiveis na bibliografia
relativos a determinagdo destes compostos em carnes ou produtos carneos. Como se
pode verificar, existem muitas variagdes, por exemplo no que respeita ao método
extractivo, ao derivatizante utilizado, ao método de detecgdo e a utilizagdo, ou nao, de

padrao interno.
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Tabela 2 - Trabalhos realizados no estudo das aminas biogénicas em carne e em produtos carneos.

Amostra Aminas Fase estaciondria Fase moével Padrao Detector Derivatizacao Extracgao da Referéncia
biogénicas Interno amostra
Enchidos TR; SE; TI; Spherisorb ODS2, Eluente A: Acetato de amonio 0,1M DAH® UV-Vis DnCl Acido Eerola et al.,
ED; EM; CA; 5um, 125x4mm Eluente B: Acetonitrilo 254nm perclérico 1993
HI; PU; FE® Teo= 40°C (0,4M)
Enchidos TR, FE, PU, Spherisorb ODS2, Eluente A: Dihidrogenofosfato de sédio 9mM, Norleucina  436nm Cloreto de TCA Krause et al.,
CA, HI, ED, 10x4mm dimetilformamida 4%, trietilamina 0,1-0,2% e norvalina dabsilo 1995
EM, SE Teoi= 50°C ajustar o pH a 6,55 com acido fosférico
Eluente B: Acetonitrilo/agua (80:20, v/v)
Salame TR, FE, PU, Spherisorb ODS2, 4,6 Eluente A: Dihidrogenofosfato de sédio 9mM, DAH e 436nm Cloreto de TCA (5%) Bockhardt et al.,
Vinho CA, HI, SE, X 150mm, 3um dimetilformamida 4%, trietilamina 0,1-0,2% DAO® dabsilo 1996
Queijo TI, ED, EM, Teoi= 50°C ajustar o pH a 6,55 com acido fosférico
MET Eluente B: 80% Acetonitrilo/10% agua/
10% terc- butilmetil éter
Carnes frescas: HI, TI, FE, Waters Nova-Pack Eluente A: Acetato de sddio 0,1M com FL OPA-ME Acido Hernandez-Jover
porco e bovina SE, TR, OC, C18 (3,9 x150mm; Octanosulfonato de sédio 10mM (pH 5,2)  ------ Excitagdo: perclérico et al., 1996
Presunto cozido DO, CA, PU, 4pm) Eluente B: Solvente B e acetonitrilo; solvente B: 340nm (0,6N)
e enchidos AG, EM, ED Acetato de sodio 0,2M com octanosulfonato de Emissdo:
sédio 10mM (pH 4,5) 445nm
Fluxo=1ml/min
Carne TR, FE, PU, SBC - ODS Eluente A: Metanol/ Acetonitrilo (1,6:1, v/v) 450nm Cloreto de TCA (5%) Castillo et al.,
CA, HI, SE, 150 x 2,5mm, 5um Eluente B: 2% Trietilamina em agua (v/v) ------ dabsilo 2001
TI, ED, EM Teor= 30°C
Enchidos TI, HI Coluna C18 Novapack, Eluente A: NaHPO4/NaH,PO4 (0,1M) / UV 340nm OPA Fadda et al.,
artesanais 60 /&, 4um metanol/THF e e 2001
Argentinos Eluente B: metanol/ Na,HPO4-NaH,PO,4
Fluxo=1ml/min
Enchidos TR, FE, PU, R eeeseeeaeee- DAH UV 254nm DnCl Acido Ansorena et al.,
Belgas(norte/ CA, HI, TI, Perclérico 2002
sul), Italianos; ~ ED,EM - (0,4M)
Noruegueses DAO TCA (5%)
Salame e HI, TI, CA, Coluna LiChrospher RP  Eluente A: Acetato de sddio 20mM, trietilamina DAD OPA TCA (5%) Lange et al.,
presunto PU, 18 (250x4mm, 5um) 0.01% (pH 7,2), Tetrahidrofurano 0.3% 2002
Eluente B: Acetato de sédio 100mM (pH 7,2), ~  ------
acetonitrilo 40%, Metanol 40%
Fluxo= 0,9ml/min
Carnes: bovino TR, SE, PU, Supelcosil LC-18 Eluente A: Acetato de amoénia 0,1M UV-Vis DnCl Acido Vinci et al., 2002
e frango CA, TI, ED, (250x4,6mm?;5um) Eluente B: Acetonitrio ~ e-mme- 254nm perclérico
EM? Teoi= 40°C Fluxo =1,2ml/min (0,4M)
Carne fresca de TI, HI, TR, RP ido-par Acido octanosulfénico FL OPA-ME ~ —mmmmee- Bover-Cid et al.,
porco e FE, SE,PU, mmmeeeee 2003
enchidos CA, AG, ED,
EM
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Tabela 2 - Trabalhos realizados no estudo das aminas biogénicas em carne e em produtos carneos (continuacio).

Amostra Aminas Fase estaciondria Fase mével Padrao Detector Derivatizacao Extracgao da Ref.
biogénicas interno amostra
Carne de frango  PU, CA, EM, Solugdo aquosa de SDS 0,4M tamponada com UV-Vis Cloreto TCA 6% (v/v) Balamatsia et
fresca ED, TI, HI uma solugdo de fosfato 0,02m»7  —-eeee 254nm de benzoilo al., 2006
----- Acetonitrilo
Fluxo=1,1ml/min
Enchidos TI, PU, CA, RP Nova-Pack C18 Acido octanosulfénico FL OPA Acido Miguélez-
Espanhdis HI, EM,ED perclérico Arrizado et al.,
artesanais/ 2006
industriais (0.6M)
Carne de frango  PU, CA, EM, LiChrospher 100 RP- Solugdo aquosa de SDS 0,4M tamponada com UV-Vis Cloreto TCA 6% (v/v) Patsias et al.,
pré-cozinhada ED, TI, HI 18 (244mmx 4,4mm) uma solucgdo de fosfato 0,02M 254nm de benzoilo 2006
5um Acetonitriio 777"
Fluxo=1,1ml/min
Enchidos CA, EM, ED, Coluna Spherisorb Eluente A: Acetato de amonio 0,1M DAH DAD DnCl Acido Gengcelep et al.,
PU, TI, HI ODS2 150A; Eluente B: Acetonitrilo 254nm perclérico 2007
(150 x 4,60mm) Fluxo=1ml/min (0.4M)
Teo= 40°C
Presunto AG, TR, FE, Coluna RP C18 Eluente A: Acetato de amoénia 0,1M DAH Lorenzo et al.,
espanhol PU, CA, HI, Kromasil 100 Eluente B: Acetonitrilo 2540m e s 2007
TI, ED, EM (25cm, 4mm)
Tea= 40£1°C
Lombo de porco  PU, CA, HI, Coluna Spherisorb Eluente A: Acetato de amonia 0,1M DAH DAD/FL DnCl Acido Min et al., 2007
e carne SE, TI, ED, 0ODS2(4,6 x150mm; Eluente B: Acetonitrilo Excitagdo: perclérico
Moida EM 5um) Fluxo=1ml/min 254nm (0.4M)
Teo= 400C Emissdo:
550nm
Enchidos CA, HI, PU, Coluna RP C18 Metanol; Acetonitrilo; Acido acético UV-Vis DnCl Pircher et al.,
TI (waters Symmetry;, T 254pm T 2007
(3,5um;4,6x150mm)
Enchidos TR, FE, PU, Coluna Spherisorb Eluente A: Acetato de amonia 0,1M DAH DAD DnCl Acido Gengcelep et al.,
CA, HL, TR, ODS2 150A (150 x Eluente B: Acetonitrilo 254nm perclérico 2008
ED, EM 4,60mm)
Fluxo=1ml/min (0.4M)
Teo= 40°C
Enchidos TI, PU, CA, RP C18 Acido octanosulfénico FL OPA Acido Latorre-
tradicionais da HI, FE, TR Excitagdo: perclérico Moratalla et al.,
Franga/ T 340nm (0,6N) 2008
Espanha / Emissao:
Italia/Portugal/ 445nm

Grécia/
Eslovaquia

@ TR - Triptamina; SE - Serotonina; TI - Tiramina; ED - Espermidina; EM - Espermina; CA - Cadaverina; HI - Histamina; PU - Putrescina; FE - 2-feniletilamina;
OC - Octopamina; DO - Dopamina; AG - Agmatina; ® DAH: 1,7-diaminoheptano;¢ DAO: 1,8-diaminoctano.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1 Amostras

As amostras estudadas foram adquiridas em grandes superficies comerciais. Das
amostras seleccionadas, algumas apresentavam-se embaladas em atmosfera protectora
e algumas tinham adicao de conservantes.

Os chouricos analisados foram cortados ao meio, congelando metade. A outra metade foi
triturada depois de ter sido retirada a pelicula exterior, armazenando-se o chourico
picado em frascos de plastico rolhados. Apds homogeneizacao procedeu-se a congelacao
da amostra (-20°C) em frascos devidamente rotulados, recolhendo-se uma porgao da

amostra sempre que necessaria a sua analise.

Na Tabela 3 encontram-se registadas as caracteristicas de cada amostra.

Tabela 3 - Caracteristicas dos enchidos em estudo.

Produto

Regiao

Marca

Rétulo

Chourigo Aldedo
(C1)

Batalha

Marca Branca

(Fabricante 1/hipermercado)

Carne e gordura de porco, sal, alho, vinho, massa de
pimentdo, mistura de especiarias em proporgdo variavel,
emulsionante E452, antioxidante E-301, conservantes E-
250 e E252. Acondicionado em atmosfera protectora.

Chourigo de Cabeceiras de Marca Branca Carne, entremeada de porco, vinho, sal, alho, pimenta,
Carne (C2) Basto (Fabricante 1/hipermercado) emulsionante E-450, conservante E-250.
Acondicionado em atmosfera protectora.
Chourigo de Barrancos Produto de Selecgdo Carne e gordura de suino alentejano (porco preto), sal,
Porco Preto (C3) (Fabricante 1/hipermercado) alho, massa de pimentdo.
Acondicionado em atmosfera protectora.
Linguiga Oliveira do Produto de Marca Original Carne de porco, vinho, sal, alho, aglcares, emulsionante
Transmontana Hospital (Fabricante 2) E-450 e E-451, antioxidantes E-316 e E-331, conservante
(C4) E-250 e E-252, especiarias.
. Portalegre Produto de Selecgdo Carne magra e gordura de suino alentejano, pimentdo da
Chourigo (C5)
indicagédo (fabricante 1/hipermercado) horta, alho, agua, sal e pimenta branca.
geografica Acondicionado em atmosfera protectora

protegida (IGP)

Chourigo de Beja Marca Branca Carne e gordura de porco, massa de pimentdo, alho, sal,
Carne (C6) (Fabricante 1/hipermercado) pimenta branca, noz-moscada, tripa de porco,
emulsionantes E-455, E-450, e E-450, antioxidantes E-301
e E-331, conservantes E-250 e E-252.
Acondicionado em atmosfera protectora modificada.
Chourigo de Alentejo Produto de Marca Original Carne e gordura de porco, massa de pimentdo, alho, sal,
Carne (C7) (Fabricante 3) emulsionantes E-450 e E-451, antioxidantes E-300 e E-
301, conservantes E-250 e E-251, tripa natural de porco.
. Barrancos Produto de Marca Original Carne de porco de raga alentejana, sal, alho, pimentdo da
Chourigo de
(Fabricante 4) horta, pimenta agridoce, oleoresina de pimentdo,
Carne (C8)

conservantes E-250 e E-252.
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2.2. Reagentes e padroes

Para este estudo foram usados padrées na forma de sais hidrocléricos sendo a
triptamina, B-feniletilamina, putrescina, cadaverina, histamina e a tiramina sido
fornecidas pela Sigma (St. Louis, MO, USA), a espermidina e a espermina fornecidas pela
Aldrich (Milwaukee, WI, USA) e o padrdo interno, 1,7-diaminoheptano, fornecido pela
Fluka (Buchs, Switzerland). As caracteristicas das substéncias referidas apresentam-se
na Tabela 4.

Usou-se como derivatizantes o cloreto de dansilo (5-dimetilaminonaftaleno-1-sulfonil
cloreto) e o cloreto de dabsilo (9-fluorenilmetil cloroformato e 2,3-naftaleno

dicarboxaldeido), ambos fornecidos pela Sigma.

Tabela 4 — Caracteristicas das substancias padrao utilizadas

Nome dos padroes Grau de pureza CAS? Formula estrutural do sal Mwg."

do sal (%)

M W amina
(g/mol)  (g/mol)

Triptamina 99 343-94-2 CioH12N2.HCI 196,68 160,24
B-feniletilamina 98 156-28-5 CeHsCH2CH,NH,.HCI 157,64 121,20
Putrescina 98 333-93-7 NH2(CH;)4NH,.2HCI 161,00 88,18
Cadaverina 98 1476-39-7 NH2(CH;)sNH,.2HCI 175,10 102,21
Histamina 99 56-92-8 CsHgN3.2HCI 184,07 111,17
1,7-diaminoheptano (PI®) 95 646-19-5 NH>(CH,);NH; 130,23
Tiramina 98 60-19-5 HOCsH4CH,CH,NH,.HCI 173,64 137,20
Espermidina 98 334-50-9 NH2(CH>)3NH(CH)4NH,.3HCI 254,63 145,29
Espermina 98 306-67-2 CioH26N4.4HCI 348,18 202,40

@ CAS: Chemical Abstracts service; ®Mw: massa molar; © PI: padrdo interno

Todas as substancias padrdo foram guardadas segundo indicacdo do fabricante até ao
momento da sua utilizagdo, tendo-se colocado a B-feniletilamina, histamina, 1,7-
diaminoheptano no frigorifico a 4°C e as restantes no excicador.

Usou-se metanol e acetonitrilo com grau Lichrosolv fornecidos pela Merck e Romil - Sps,
respectivamente. A agua ultrapura usada neste estudo provinha de um sistema de
purificacdo de agua Seralpur PRO 90 CN e Seradest LFM 20.

Os restantes reagentes apresentavam grau de pureza p.a. e eram da marca Merck ou
Fluka.

2.3. Preparacao de solucdes

Foram preparadas duas solucdes mae para cada padrdo, uma para cada estudo com os

derivatizantes testados, nomeadamente o cloreto de dansilo e o cloreto de dabsilo.
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Estas solugbes foram feitas dissolvendo as quantidades que se encontram registadas na
tabela seguinte de sal hidrocldérico de cada amina em 10ml de dgua ou de HCI (0,1mol/l),
para o estudo efectuado com o cloreto de dansilo ou com o cloreto de dabsilo,
respectivamente. As solugdes foram guardadas no frigorifico a 4°C até ao momento da
sua utilizacdo. Na Tabela 5 encontram-se registadas as massas usadas e as

concentragdes de cada composto.

Tabela 5 — Registo das massas pesadas de cada composto e da concentragdo da amina

livre nas solugdes mae.

. Cloreto de dansilo Cloreto de dabsilo
Amina

Mggy Camina livre Mggay Camina livre

(mg) (mg/ml) (mg) (mg/ml)
Triptamina 12,5 1,01 50,4 4,07
B-feniletilamina 14,5 1,09 67,6 5,09
Putrescina 18,2 0,98 75,2 4,04
Cadaverina 18,7 1,07 72,0 4,12
Histamina 17,0 1,02 67,2 4,02
1,7-diaminoheptano (PI) 13,6 1,29 43,0 4,09
Tiramina 12,6 0,98 54,0 4,19
Espermidina 24,7 1,38 72,8 4,08
Espermina 26,6 1,52 72,0 4,10

Prepararam-se duas solucbes padrao de trabalho a partir das solugdes mae com
concentragcdo de 100ug/ml e 2,5umol/ml para o estudo com o cloreto de dansilo e com o
cloreto de dabsilo, respectivamente. A semelhanca da preparacdo das solucdes-mae dos
padroes, a solucao padrao de trabalho usada no estudo com o cloreto de dansilo foi feita
com agua, ja a solucdo padrao de trabalho usada no estudo com o cloreto de dabsilo foi
feita com HCI, a qual se adicionava previamente 0,02g de TDPA (acido 3,3-
tiodipropidénico) como antioxidante, de acordo com o usualmente descrito na literatura.
Esta solucdo foi colocada num banho de ultra-sons (Ultrasonic Cleaner FUNGILAB) até a
total dissolucdo do TDPA.

A solucao dos derivatizantes - cloreto de dansilo e cloreto de dabsilo - eram preparadas
diariamente em acetona, com uma concentragdo de 10mg/ml e 2mg/ml,
respectivamente, sendo a dissolucdo facilitada pela utilizacdo de ultra-sons e a
eliminagdo de particulas insollUveis realizada por filtracdo em papel.

A solucdo tampao de bicarbonato de sddio, necessaria para o ajuste do pH para a
derivatizagao, foi preparada com uma concentracdao de 0,15mol/ml. Esta solugdo foi
obtida dissolvendo 630mg de bicarbonato de sédio em 40ml de agua, ajustando-se o pH
a 8,6 com solucdo de hidréxido de sddio e perfazendo o volume a 50ml com agua. Esta

solucdo foi guardada a 4°C.
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2.4. Processo extractivo

Para extraccao das aminas das amostras de enchidos, pesou-se rigorosamente uma toma
com aproximadamente 1 g, a qual se adicionou 0,02g de TDPA, 200ul da solugdo mae de
PI (4,085 mg/ml) e 5ml de acido tricloroacético (TCA) a 5% (m/v).

Colocaram-se os tubos num banho de ultra-sons até dissolver o TDPA. Seguidamente,
para favorecer a hidratacdo da amostra de carne, agitou-se a mistura durante 10 min
(Nutating Mixer, VWR International). Levou-se novamente a um banho de ultra-sons
durante 15min e procedeu-se a centrifugacdo da mistura durante 10min a 5000rpm
(Heraeus Sepatech, Labofuge Ae). O sobrenadante foi filtrado através de papel de filtro
para um novo tubo, e o residuo sdlido foi novamente extraido com 5ml de TCA a 5%.
Repetiu-se o processo de extraccdao levando novamente ao banho de ultra-sons (15 min)
seguido de centrifugacdo (10min, 5000rpm). Tirou-se o sobrenadante, filtrou-se e
juntou-se ao filtrado anterior. Finalmente, o filtro foi lavado com TCA a 5% até se obter
10ml de extracto. Todos os extractos foram armazenados a -20°C.

Antes de derivatizar os extractos, estes eram agitados no vortex (VWR International) e
centrifugados (BIOFUGE pico, Heraeus Instruments) em eppendorfs durante 5min a
13000rpm.

2.5. Condigdes de derivatizagao

2.5.1. Cloreto de dansilo

A 1ml de solugdo padrao de trabalho ou extracto de amostra adicionou-se 200ul de
solucdo de hidréxido de sodio (2N), 300ul de uma solucdo saturada de bicarbonato de
sodio e 2ml de solucdo de cloreto de dansilo (10mg/ml). Seguidamente, colocou-se a
mistura em banho de dgua a 40°C durante 45min, ao abrigo da luz. Apds este tempo,
para consumir o excesso de cloreto de dansilo, adicionou-se 100ul de amdnia. Passados
30min ajustou-se o volume a 5ml com metanol. Centrifugou-se 5min a 13000rpm.
Passaram-se as solucbes para frascos de vidro e guardaram-se a -20°C até ao momento

da injecgao.
2.5.2. Cloreto de dabsilo

A 20ul do extracto (centrifugado) ou de solugdo padrdo de trabalho adicionou-se 180 pl
da solucdo tampdo de bicarbonato. A mistura foi homogeneizada em vortex e adicionou-
se 200ul de solugdo de cloreto de dabsilo a cada frasco de vidro (Supelco). Estes foram
depois agitados e colocados na estufa durante 20min a 70°C para permitir que ocorra a
reaccdo de derivatizagdo. Ja dentro da estufa os frascos eram agitados no 1° e no 16°
minuto. Apds este tempo, os derivatizados foram colocados no gelo durante 5min para

parar a reaccdao. Seguidamente, adicionou-se 1ml de tolueno a cada frasco, agitou-se e

19



centrifugou-se durante 1,5min a 5000 rpm. Tirou-se 900ul de sobrenadante para um
novo frasco e procedeu-se a evaporacdo do solvente em corrente de azoto (modelo
Pierce 18790, Reacti-Therm) até a secura total. Retomou-se o volume com 200ul de
acetona, agitou-se, passou-se para eppendorfs e centrifugou-se o derivatizado durante
5min a 13000rpm. Transferiu-se a solugcdo para um novo frasco de vidro (2ml) e

guardou-se a -20°C até ao momento da injeccdo.

2.6. Analise cromatografica

2.6.1. Sistema cromatografico

Utilizou-se um cromatdgrafo liquido Jasco, equipado com uma bomba quaternaria modelo
PU-2089 Plus, injector manual com “loop” de 10ul, ou em alternativa um injector
automatico Jasco modelo AS-950, e um detector UV-Vis modelo UV-970.

A separagdo das aminas foi realizada numa coluna cromatografica monolitica de fase
reversa Chromolith® Performance RP-18 endcapped (10cmx3mm, 2um macropore,
13nm mesopore) (Merck) ou, em alternativa, numa coluna Discovery® C18 (5cmx3mm,
5um) (Supelco), com pré-coluna C18 (Phenomenex). A recolha e tratamento dos dados
cromatograficos foi efectuada utilizando o software Borwin versao 1.5 (JMBS, Franga).

Na Figura 2 encontra-se ilustrado o sistema cromatografico utilizado.

Figura 2 - Equipamento de HPLC utilizado neste trabalho.

2.6.2. Condigoes cromatograficas

Ao longo do estudo, foram experimentados diferentes eluentes e gradientes de forma a
obter uma melhor resolugdo cromatografica no mais curto espaco de tempo, com vista
ao consumo da menor quantidade possivel de solventes. Os gradientes escolhidos e
usados no estudo com o cloreto de dansilo e com o cloreto de dabsilo encontram-se

descritos na Tabela 6.
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Os eluentes usados na fase movel para o estudo com o cloreto de dansilo e com o cloreto

de dabsilo foram os seguintes:

e Cloreto de dansilo:
Eluente A - Metanol
Eluente B - Acetato de amoénio (0,1M) / Metanol (50:50, v/v)

e Cloreto de dabsilo:

Eluente A - Acetonitrilo/Metanol (50:50, v/v)

Eluente B - 60% solucdo B (solugdo B: 9mM de dihidrogenofosfato de sddio, 4% de
dimetilformamida e 0,15% de trietilamina; acertou-se o pH a 6,55 com 4&acido

fosforico) e 40% do eluente A.
Todos os eluentes foram desgaseificados num banho de ultra-sons durante 10min antes

de serem usados no HPLC. O eluente B em ambos os estudos foi previamente filtrado.

Tabela 6 - Programa de eluicdo usado nas analises efectuadas com o cloreto de dansilo

e o cloreto de dabsilo.

Cloreto de dansilo Cloreto de dabsilo
Tempo Eluente A Eluente B Tempo Eluente A Eluente B

(min) (%) (%) (min) (%) (%)
0 10 90 0 15 85

3 28 72 1 40 60

8 90 10 3 60 40

9 10 90 4 70 30
11 10 90 5 100 0
6,2 100 0

6,5 15 85

9 15 85

Ambos os estudos foram feitos com fluxo de 1ml/min. Para o estudo com o cloreto de
dansilo e o cloreto de dabsilo foi usado um detector UV-Vis (modelo UV-970, Jasco)
programado a 254nm e a 436nm, respectivamente. As aminas em estudo foram
identificadas por comparacao dos tempos de retencao (tg) com os obtidos para as
substancias padrdo. Para tal foram feitas varias derivatizacdes das substéncias padrao de
forma individualizada, as quais foram analisadas individualmente e os tempos de
retencdo registados. Para confirmacdo das substéncias nas amostras, procedeu-se a
suplementagdao das amostras com padrdes individuais (“spiking”). A quantificacao dos
diferentes compostos foi feita com base no sinal obtido pelo detector UV-Vis, utilizando o

método do padrdo interno.
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3. Resultados e discussao

Como referido anteriormente, a cromatografia em fase reversa é a mais utilizada na
analise de aminas biogénicas por HPLC. A cromatografia liquida de alta resolucao é uma
técnica que utiliza uma fase movel liguida e uma fase estacionaria constituida por
pequenas particulas (na ordem de grandeza de poucos microns). De forma a obter uma
elevada eficiéncia da separacao, a fase médvel é sujeita a elevadas pressdes (Barreiro,
2003). Neste trabalho, foram estudados, entre outros, dois parametros de elevada
importancia em cromatografia liquida, nomeadamente a fase estacionaria e a fase moével
utilizadas. No que respeita o primeiro, testaram-se duas colunas diferentes, uma coluna
tradicional de silica com particulas de 5um, contudo de pequena dimensdo (5cmx3mm
i.d.) versus uma coluna recente no mercado, a Chromolith® Performance RP-18
endcapped (Merck), que consiste numa coluna de fase reversa - C18 que tem como
caracteristica ser feita de uma Unica “pega” de silica gel polimérica de elevada pureza. As
colunas tradicionais apresentam frequentemente um namero de pratos tedricos
limitados, sendo que as tentativas de aumentar o nimero de pratos teoricos através da
reducdo do tamanho das particulas, resulta em pressGes inaceitaveis. Segundo os
fabricantes, a utilizagdo de colunas monoliticas permite alcancar uma separacgao elevada
com uma grande reducdo da pressdao operacional. A coluna escolhida, em particular, é
altamente porosa com uma revolucionaria estrutura de poros bimodais, proporcionando
uma combinagdo Unica entre macroporos e mesoporos. Os macroporos, com tamanho
médio de 2 pm, permitem o rapido escoamento da fase moével a baixa pressdo. Os
mesoporos formam uma fina estrutura porosa (tamanho médio do poro é de 13 nm)
criando uma grande superficie uniforme em que ocorre adsorcdo, permitindo assim um
elevado desempenho na separacao cromatografica. Segundo o fabricante, esta coluna
permite obter menores tempos de retencdo, para além de permitir trabalhar com fluxos
muito superiores (até 9ml/min) aos tradicionalmente usados em colunas de fase reversa.
Outra vantagem destas colunas é o facto de apresentarem uma resposta muito rapida a
mudangas de fluxo do eluente, permitindo que estas sejam realizadas durante a analise
cromatografica, o que possibilita, por exemplo, aumentar a definigdo de um pico em
particular ou diminuir o tempo de corrida quando um dos compostos elui muito tempo
apos outros compostos presentes na amostra.

No que respeita o segundo parametro referido, a grande maioria dos métodos publicados
para analise de aminas biogénicas utiliza o acetonitrilo como um dos solventes da fase
movel. Devido a crise internacional, em que o acetonitrilo apresenta actualmente um

preco demasiado elevado, ndo sendo economicamente viavel a sua utilizagdo em
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quantidades elevadas tentou encontrar-se uma alternativa a este solvente, se possivel

que fosse também ambientalmente mais amigavel.

3.1. Optimizacao das condicOes analiticas

De forma a obter um método sensivel e reprodutivel para a deteccao e quantificacdo das
8 aminas biogénicas em estudo, procedeu-se a optimizacdo de varios parametros,
nomeadamente de eluentes, gradiente, derivatizante e reaccdo de derivatizacao (relacao
temperatura/tempo de derivatizacdo e relagdao concentracdo de derivatizante/tempo de

derivatizacao).

3.1.1. Estudo com o cloreto de dansilo

Com base na bibliografia publicada relativamente a andlise de aminas biogénicas em
produtos carneos (ver “Introducdo”, Tabela 2), optou-se por utilizar o cloreto de dansilo
como reagente de derivatizacdo, o mais frequentemente descrito. Para iniciar o processo
de optimizacdo das condigbes analiticas e para se poder comparar os resultados obtidos
para os diferentes parametros em estudo, foi estabelecido um procedimento
experimental base, segundo a bibliografia publicada anteriormente (Malle et al., 1996;

Casal et al., 2002), que se descreve a seguir.

Procedimento experimental-base de derivatizacdo com DnCl

Retiraram-se 400ul de solucdo padrao de trabalho a 100ug/ml (ver “Material e Métodos”,
ponto 2.3) adicionou-se 1ml de solucdo saturada de carbonato de sddio. Acertou-se o pH
a 11 com 50ul de hidréoxido de sédio (1N). Adicionou-se 1ml de cloreto de dansilo com
concentragao 7,5mg/ml em acetona, e deixou-se em banho de agua a 60°C durante
15min ao abrigo da luz. Adicionou-se 100ul de L-prolina com concentragdo 100mg/ml e
protegeu-se da luz durante 15min, de forma a consumir o excesso de derivatizante.
Deixou-se arrefecer e adicionou-se 1,5ml de tolueno. De seguida agitou-se no vértex e
refrigerou-se a -20°C durante 15min para facilitar a separacao das fases. Retirou-se o
sobrenadante e procedeu-se a concentracdao em corrente de azoto, a 60°C, até a secura
total. Retomou-se com 300ul de metanol e centrifugou-se durante 5min a 13000rpm.
Transferiu-se o extracto derivatizado para frasco de vidro de 1ml e armazenou-se a -

20°C até ao momento da injecgao.

Optimizagéao do eluente

Utilizando o procedimento base descrito, obteve-se a mistura de padroes derivatizada, a
qual foi seguidamente sujeita a analise por HPLC. Para a realizacdo desta analise, a
bibliografia refere frequentemente o uso de acetonitrilo como eluente organico e uma

solugdo de acido fosférico como eluente aquoso. Pelos motivos referidos anteriormente,
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neste trabalho pretendia-se a substituicdo do acetonitrilo por um outro eluente organico.
Sendo assim, as solugdes derivatizadas com o procedimento base foram analisadas,
numa primeira fase, utilizando metanol e acido fosférico 0,5mmol/l, como eluente
organico e aquoso, respectivamente. Com estes eluentes, apesar de se conseguir obter
uma boa separacdo de todos os compostos, a semelhanca com o descrito para a
utilizacdo de acetonitrilo, o tempo necessario de andlise mostrou ser um pouco elevado
(cerca de 30 min), semelhante ao apresentado em colunas de maior dimensdao. Com o
intuito de diminuir o tempo de analise, testou-se um eluente aquoso com maior forga
idnica e aumentou-se a proporcao de solvente organico longo do tempo. A escolha recaiu
sobre o acetato de amodnia 0,1mol/l por ser frequentemente utilizado em trabalhos
realizados com o cloreto de dansilo (ver “Introducdo”, Tabela 2). Devido a propensao
para a formacao de gas aquando da mistura dos dois eluentes, orgédnico e aquoso, optou-
se por usar como eluente B uma pré-mistura acetato de amédnio/metanol (50:50 v/v).
Apés diversas optimizagdes na proporcao dos dois eluentes ao longo do tempo conseguiu
reduzir-se o tempo de analise para cerca de 10 minutos, com um fluxo de 1ml/min. O
gradiente que proporcionou a melhor resolucdo cromatografica encontra-se descrito no
ponto 2.6.2. da secgdo “Material e Métodos”. A Figura 3 apresenta um cromatograma
obtido nestas condigdes. De salientar a existéncia de picos adicionais no cromatograma,
alguns em co-eluicdo parcial com as aminas biogénicas. Esta observagao permitiu-nos
prever que provavelmente as condicbes de derivatizagdo nao estariam perfeitamente

optimizadas, agendando essa tarefa para uma fase posterior do trabalho.
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Figura 3 - Cromatograma de uma mistura de padrées com uma concentracao de
100pg/ml derivatizada com cloreto de dansilo a 254nm (1- triptamina, 4,9min; 2- B-
feniletilamina, 5,6min; 3- putrescina, 6,0min; 4- cadaverina, 6,3min; 5- histamina, 7,0min; 6-PI,

7,2min; 7- tiramina, 7,9min; 8- espermidina, 8,2min; 9- espermina, 9,2min).
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Optimizagédo do processo de derivatizacao

Na literatura encontra-se uma grande diversidade de protocolos, nomeadamente no que
respeita a temperaturas e tempos utilizados na reaccdo de derivatizagao, utilizacao de
uma solucdo saturada de carbonato ou bicarbonato de sédio, e utilizagdo de prolina ou

amodnia para consumir o excesso de cloreto de dansilo utilizado.

Segundo De Antonis e Brown (1997), a reaccao de derivatizacdo com DnC/ é lenta a
temperatura ambiente, podendo demorar cerca de 30-35 minutos até estar completa. De
acordo com Paulsen et al. (1997), o tempo de reaccao pode ser encurtado através do
aumento da temperatura de derivatizagdo, sendo usual a utilizagdo de temperaturas
entre 40-70°C. Por outro lado, a temperatura utilizada durante a derivatizacao
condiciona simultaneamente a velocidade da reaccdao entre as aminas e o derivatizante,
bem como a estabilidade dos derivados formados. Desta forma a relagcao
temperatura/tempo de derivatizacdo é sem dldvida um parametro que pode influenciar o

rendimento da reacgdo de derivatizagao.

O DnCl esta descrito como um reagente de derivatizagdo que reage com aminas 13s e
23s em condigOes basicas (pH 9-10) para formar derivados que podem ser detectados
por UV (A= £250 nm) ou fluorescéncia (Aexcitacso= 360 NM € Aemissso= 470 nm) (De Antonis
e Brown, 1997). Desta forma, aquando da derivatizacdo de amostras contendo proteinas,
como é o caso da matriz em estudo, outros compostos contendo grupos amina primarios
ou secundarios, como aminoacidos, podem igualmente reagir com o cloreto de dansilo.
Desta forma, aconselha-se a utilizacdo de um excesso de reagente que garanta a
derivatizacao completa dos compostos em estudo. Por outro lado a presenga de excesso
de reagente de derivatizagdo no final da reaccdo ndo é aconselhavel pois pode contribuir
para a instabilidade dos derivatizados formados e constituir um interferente
cromatografico na analise. Por conseguinte, este excesso é eliminado pela adigdo de um
reagente (usualmente amadnia ou prolina) que reage com este originando compostos que

eluem junto da linha do solvente.

Outro parametro que varia segundo a bibliografia consultada, é a utilizacdo de uma
solucdo saturada de sal, sendo as mais utilizadas a solucdao de carbonato de sddio ou de
bicarbonato de sédio. Este parametro, ao influenciar o pH da mistura reaccional, pode

influenciar o rendimento da reaccao de derivatizagao.
Com o objectivo de estabelecer as melhores condigdes no que respeita aos parametros

referidos, realizaram-se varios testes os quais incidiram sobretudo na relagdo

temperatura/tempo de derivatizacdo, solucdo saturada de sal utilizada e substancia
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adicionada para consumir o excesso de derivatizante utilizado. Os resultados obtidos
encontram-se descritos na Tabela 7.

Como se pode observar, com a utilizagdo de carbonato de sédio e com a L-prolina (como
neutralizante do excesso de cloreto de dansilo), para a maioria das aminas biogénicas em
estudo, obtiveram-se racios (drea da amina em relacdo a area do padrao interno)
aparentemente superiores quando a derivatizacao foi efectuada a 70°C, durante 15min.
Observando os cromatogramas e as areas correspondentes aos compostos, constata-se
que estes resultados nao correspondem contudo a uma maior concentragao das aminas,
mas antes uma degradacdo do padrdo interno. Da mesma forma também a cadaverina e
a histamina se degradam nestas condicdes, originando os menores racios. Assim,
eliminando estas condicdes, verifica-se que, com ambos 0s sais, 0s maiores racios se
verificam com 50 °C/+ 60min. Para temperaturas superiores o rendimento é ligeiramente
inferior para a generalidade das aminas, apesar de a ordem de grandeza ser bastante
semelhante entre elas.

De salientar que para algumas aminas se verificou que uma temperatura de 40 °C seria
mais adequada, nomeadamente para a cadaverina, histamina e a espermina, mas as
restantes apresentaram racios muito baixos. Verifica-se claramente que a histamina
parece ser fortemente afectada com as condigdes utilizadas, uma vez que para
temperaturas superiores a 40°C ocorre um decréscimo muito significativo dos valores
obtidos.
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Tabela 7 - Resultados dos racios obtidos para cada relacdo temperatura/ tempo de derivatizacdo obtidos com o carbonato e o
bicarbonato de sdédio.

Aamina/API
Carbonato de sddio Bicarbonato de sddio
Temperatura
50 60 70 40 50 60
(°C):
tempo
(min) 45 30 45 60 5 10 15 5 10 15 45 30 45 60 75 5 10 15 20
min):

Triptamina 0 435 0,373 0,473 0,559 0,459 0,462 0,467 0,502 0,574 0,810 0,099 0,540 0,500 0,514 0,573 0,489 0,529 0,513 0,518
p-feniletilamina 9 472 0,404 0,483 0,591 0,521 0,470 0,459 0,503 0,558 0,600 0,492 0,521 0,514 0,509 0,565 0,514 0,528 0,590 0,591
Putrescina 1 414 1,261 1,357 1,573 1,398 1,375 1,255 1,468 1,472 1,632 0,486 1,661 1,570 1,794 1,676 1,622 1,692 1,794 1,591
Cadaverina 1328 1,126 1,202 1,254 1,167 1,373 1,059 1,120 1,095 0,979 1,565 1,251 1,101 1,367 1,264 1,183 1,261 1,296 1,229
Histamina 0576 0,469 0,554 0,816 0,581 0,475 0,530 0,398 0,355 0,244 1,288 0,000 0,097 0,081 0,103 0,093 0,099 0,098 0,095
Tiramina 0,467 0,506 0,481 0,506 0,490 0,462 0,450 0,463 0,468 0,894 0,910 1,023 0,980 0,989 1,068 0,998 1,084 1,048 1,046
Espermidina 1 181 0,900 1,066 1,366 1,202 0,876 0,711 0,826 0,788 1,346 1,083 1,186 1,108 1,158 1,209 1,127 1,163 1,159 1,146
Espermina 1 192 0,765 1,018 1,333 1,083 0,641 0,519 0,659 0,616 1,002 1,307 1,041 1,007 1,085 1,122 1,043 1,054 1,062 1,038
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Desta forma, os resultados sugerem que no caso da reacgao de derivatizagdo utilizando
bicarbonato de sddio as condicbes devem ser seleccionadas mediante o objectivo
pretendido, isto &, no caso de se pretender avaliar a presenga de histamina, que, como
referido na seccao “Introducao”, é de elevada importdncia dada a sua toxicidade e
associacdo a reaccOes alérgicas, dever-se-a optar pelas condicdes de temperatura
inferior (40°C/45 min). Se pelo contrario, o objectivo for a avaliacdo da triptamina e
putrescina, esta ultima associada as condicdes higieno-sanitdrias, recomenda-se a
utilizacdo de temperaturas superiores (50°C/60min). Comparando os resultados obtidos
para as diversas condicdes testadas com ambos o0s sais, o carbonato de sédio parece
permitir a obtencdo de resultados ligeiramente superiores nos casos da p-feniletilamina e
da espermina, assim como resultados claramente superiores nos casos da espermidina e,
sobretudo, da triptamina. J& o bicarbonato de sddio, permitiu obter racios francamente
mais elevados para a putrescina, cadaverina, histamina e tiramina.

Uma vez que a utilizacdo destes compostos interfere com o pH da mistura reaccional,
procedeu-se ainda a verificagdo do pH da mistura apos a adicdao da solucdo saturada de
cada um dos sais estudados, bem como a medicdo do pH apds a adicdo da substancia
utilizada para eliminar o excesso de reagente derivatizante (prolina ou amonia). Os

resultados obtidos apresentam-se na Tabela 8.

Tabela 8 - Registo dos valores de pH ao longo da derivatizagao.

ApOs adicao da solucao ApOs a adicao do neutralizante
saturada
Carbonato Bicarbonato Carbonato Carbonato Bicarbonato Bicarbonato
de sédio de sédio de sédio de sédio de sédio com de sédio com
com prolina com amodnia prolina amoénia
12,52 9,65 11,26 11,64 9,62 10,81

Como esperado, os valores de pH foram inferiores com o uso de bicarbonato de sddio
comparativamente com o carbonato de so6dio. Com o intuito de ver como cada amina se
comporta com a alteracdo do pH durante a derivatizacdo efectuou-se um grafico com
base nos racios entre as areas de amina/drea de padrdao interno obtidos para as
diferentes condicbes de derivatizacao, o qual se apresenta na Figura 4. Verificou-se que a
triptamina e a putrescina tiveram racios menores a pH 9,62 (com bicarbonato de sédio e
prolina), contudo os racios obtidos foram superiores quando se adicionou amoénia, sendo
ainda que os racios foram sempre superiores quando se utilizou amédnia. Um
comportamento oposto verificou-se no caso da histamina. Esta amina apresentou racios
extremamente diferentes para os varios valores de pH, sendo que o racio mais elevado

foi obtido a pH 9,62 (com bicarbonato de sddio e prolina), o mais baixo foi obtido a pH
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mais elevado 11,64 (com carbonato de sddio e amonia) e tendo-se obtido racios mais
elevados quando se usou a prolina. De uma forma geral, os racios das aminas parecem
ser inferiores para os valores de pH superiores: 11,26 (carbonato de sddio/prolina) e
11,64 (carbonato de sédio/aménia). Estes resultados estdo de acordo com o descrito por
Antonis e Brown (1997) que descrevem o cloreto de dansilo como um derivatizante que
reage preferencialmente a pH 9-10. Desta forma, os resultados sugerem que a reaccdo
de derivatizacdo com cloreto de dansilo devera utilizar preferencialmente uma solucdo
saturada de bicarbonato de sddio, utilizando-se prolina ou amdnia segundo o interesse,

ou ndo, em avaliar a presenca de histamina.

2,000 -
—&— Triptamina
1,600 - /\/ —m— 2-feniletimamina
—a—Putrescina
<E 1,200
= Cadaverina
€
< 0,800 - —g— Histamina
—e— Tiramina
0,400 -
—e— Espermidina
0,000 ' . . , | —A—Espermina

9,62 10,81 11,26 11,64 pH

Bicarbonato Bicarbonato carbonato carbonato
de sdédio e de sddio e de sédio e de sd6dio e
prolina amonia prolina amonia

Figura 4 — Resultados obtidos para cada amina a diferentes valores de pH durante a

derivatizacdo (os valores de pH referem-se as condigoes da Tabela 8).

3.1.2. Estudo com o cloreto de dabsilo

Idealmente, o reagente de derivatizacdo, por cada analito, deve produzir um unico
produto de derivatizacdo estavel. A reaccdo de derivatizacdo deve ser rapida, simples e
com elevado rendimento de reaccao (De Antonis e Brown, 1997).

No decorrer do estudo realizado com o cloreto de dansilo, apesar deste reagente, com
base na bibliografia disponivel, ser o mais utilizado para a derivatizagdo de aminas
biogénicas, detectaram-se algumas anomalias/dificuldades. Nomeadamente, constatou-
se que o mesmo derivatizado injectado em dias diferentes ndo se mantinha estavel,
apresentando variacOes elevadas sobretudo a nivel da area do pico correspondente a
histamina. Verificou-se igualmente que a histamina originava a formacao de diversos
derivados, que eram claramente visiveis quando esta era derivatizada sozinha e
posteriormente analisada ao longo de diferentes dias. Segundo Brown et al., (2009) o

cloreto de dansilo, apesar de ser muito usado neste tipo de estudo, apresenta algumas
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desvantagens, tais como o facto de as solugdes derivatizadas serem sensiveis a luz, a
reacgdo de derivatizagdo poder ser incompleta e poder ocorrer a formagdo de multiplos
derivados no caso da histamina. Segundo De Antonis e Brown (1997) podem ainda
formar-se produtos secundarios da reaccdo que podem interferir na analise, tais como
derivados hidroxilados ou aminados do reagente de derivatizacao. Por este motivo,
optou-se por testar outro derivatizante, o cloreto de dabsilo. Este, apesar de ter algumas
caracteristicas comuns com o cloreto de dansilo, apresenta algumas vantagens, tais
como ser estavel quando exposto a luz e apresentar uma maior estabilidade dos
derivados formados, os quais absorvem na regido do visivel (A=436 nm) com menor
probabilidade de existéncia de interferentes. O maior inconveniente é que a presenga de
sais, ureia e fosfatos, podem afectar o pH e interferir na reaccdo de derivatizacdo. Dai

que se deva utilizar sais que tenham uma elevada capacidade de tamponar o pH.

Para o estudo com o cloreto de dabsilo, foram preparadas solucdes mae e a solucdo
padrao de trabalho de acordo com Krause et al. (1995), encontrando-se descritas na
seccdo “Material e Métodos” no ponto 2.3. Também neste caso, foi estabelecido um
procedimento experimental base para a derivatizacdo (Krause et al., 1995) que se

descreve a seguir.

Procedimento experimental- base de derivatizacdo com o DabCl

A 20ul de solucdo padrao de trabalho, adicionaram-se 180ul de solucdo tampao de
bicarbonato de sédio (descrita no ponto 2.3. da seccdao “Material e Métodos”). Estas
solucdes eram agitadas em vortex. Adicionou-se 200ul de cloreto de dabsilo (2 mg/ml
em acetona). Os frascos eram agitados e levados a estufa a 70°C durante 15min. Ja na
estufa, os frascos eram agitados no 1° e no 12° minutos. Passados 15min os frascos
eram colocados em gelo durante 5min para terminar a reaccao. Centrifugou-se durante
1min a 13000rpm e adicionou-se 400ul de uma solugdo tampao diluida preparada com
50ml de metanol, 25ml etanol e 25ml da solugdo B que se encontra descrita no ponto
2.6.2 (ver “Material e Métodos”). As solugdes eram agitadas apds a adicdo da solucao
tampado diluida e centrifugadas durante 5min a 13000rpm. O sobrenadante foi colocado

em frascos de vidro de 1ml, armazenados a -20°C até ao momento da injecgdo.

Optimizacéao do eluente

Como referido anteriormente, geralmente as metodologias descritas para analise
cromatografica dos compostos em estudo recorrem ao uso de elevadas quantidades de
acetonitrilo. Também com este derivatizante, se pretendeu conseguir a substituicdo do

acetonitrilo por outro solvente organico. Com base nos resultados obtidos nos testes
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realizados com o cloreto de dansilo, testou-se a utilizacdo de metanol em substituicao
total do acetonitrilo. Contudo, utilizando 100% metanol, verificou-se que ndo havia boa
resolugdo cromatografica visto que a largura (w) da generalidade dos picos aumentava

consideravelmente com o uso de metanol puro como eluente organico (Figura 5).

Desta forma, testou-se a mistura utilizada por Krause et al. (1995), acetonitrilo/agua
(80:20,v/v) (Figura 5), para confirmar as resolucdes descritas na literatura e ter uma
base inicial de comparacao, experimentaram-se de seguida diversos eluentes,
procurando sempre a substituicdo do acetonitrilo, na tentativa de obter uma separacao
cromatografica semelhante. De uma forma geral, as misturas testadas tiveram por base
o critério de substituicdo de acetonitrilo por metanol (apoiado nos resultados obtidos com
o cloreto de dansilo) e a utilizacido de uma polaridade idéntica a do eluente
acetonitrilo/agua (80:20, v/v). Testou-se a mistura metanol/dgua/éter tert-metil-butilico
(80:10:10, v/v), com base na adaptacdo do eluente utilizado por Bockhardt et al. (1996)
e procedendo a substituicdo de acetonitrilo por metanol. Com base em calculos de
polaridade, testou-se ainda as misturas metanol/acetona (83:17, v/v) e metanol/éter
terc-metil-butilico (95:5, v/v), mas também nao se obteve uma boa resolucdo. Por
Ultimo, testou-se uma mistura de acetonitrilo com metanol (50:50,v/v) tendo-se
conseguido obter uma boa resolugdo cromatografica. Na impossibilidade de retirar
totalmente o acetonitrilo, optou-se entao por usar a mistura acetonitrilo com metanol
uma vez que este permitia uma consideravel poupanca de acetonitrilo. Os
cromatogramas correspondentes a alguns dos eluentes testados podem ser visualizados
na Figura 5. De referir que os cromatogramas foram obtidos sem optimizacdo do

gradiente.
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Figura 5 - Cromatogramas de uma mistura de padrGées com uma concentracdo de
2,5umol/ml obtidos com eluentes organicos diferentes. (A)- 100% Metanol e eluente
aquoso!; (B)- Acetonitrilo/Agua (80:20 v/V) e eluente aquoso?; (C)- Metanol/Acetonitrilo

(50:50 v/v) e eluente aquoso®. (Eluente aquoso’: como detalhado na seccdo “Material e Métodos” no

ponto 2.6.2; Eluente aquoso?: 100% da solucdo 9mM de dihidrogenofosfato de sddio, 4% de dimetilformamida
e 0,15% de trietilamina, pH=6,55).

Seguidamente, procedeu-se a optimizacao do gradiente, procurando a melhor resolucao
cromatografica dos compostos em analise, tendo-se escolhido o gradiente descrito no
ponto 2.6.2. (ver “Material e Métodos”). As condicdes seleccionadas permitiram obter o
cromatograma representado na Figura 6, com uma separagdo cromatografica em menos

de 7 minutos, com um consumo inferior a 3ml de acetonitrilo por amostra.
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Figura 6 — Cromatograma de uma mistura de padrdes com uma concentracdao de 1,25

umol/ml, derivatizada com cloreto de dabsilo e visualizada a 436nm. (1- triptamina,
3,31min; 2- B-feniletilamina, 3,69min; 3- putrescina, 4,58min; 4- cadaverina, 4,86min; 5-
histamina, 5,06min; 6-PI, 5,43min; 7- tiramina, 5,70min; 8- espermidina, 5,92min; 9- espermina,
6,33min).

Optimizacédo das condi¢bes de derivatizacdo:

A semelhanca do que acontece com o cloreto de dansilo, as derivatizagbes feitas com o
cloreto de dabsilo necessitam de uma solugdo tamponada em que se usa o bicarbonato

de sodio.

Castillo e Castells (2001), apds efectuarem derivatizacdes com carbonato de sédio e com
bicarbonato de soédio, concluiram que o rendimento da reaccdo aumentava quando se
usavam solucdes tampdo de bicarbonato de sddio. Os autores referem que a forca idnica
das solucdes de carbonato de sdédio é superior a de solugdes de bicarbonato de sddio de
igual concentracdo, o que podera provocar uma menor solubilidade do reagente de
derivatizacdo, obtendo-se rendimentos superiores para as reacgOes de derivatizacao
efectuadas com bicarbonato de sddio. Por este motivo ndo se efectuou o estudo com as
duas solugbes, como no caso do cloreto de dansilo, e todas as derivatizagdes foram

realizadas com uma solucdo tamponada de bicarbonato de sodio.

Castillo e Castells (2001) realizaram igualmente testes temperatura/tempo de
derivatizagdo tendo obtido rendimentos semelhantes para qualquer uma das
temperaturas de derivatizagdo estudadas (30, 50 e 70°C) caso os tempos de

derivatizacdo fossem suficientemente longos para as temperaturas inferiores. Verificaram
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também que a decomposicdo do reagente durante a derivatizagdo aumenta com a
temperatura, a 70°C obtiveram-se picos referentes ao excesso de derivatizante menores
e verificaram também que as areas obtidas para cada amina ndo diminuiam. Sendo
assim optou-se por efectuar a derivatizacdo a 70°C. A esta temperatura foram testados

diferentes tempos de reaccao (Tabela 9).

No mesmo estudo (Castillo e Castells, 2001) realizaram a extraccdo da mistura de
reacgdo com um solvente orgéanico, tal como descrito em alguns trabalhos com cloreto de
dansilo, como alternativa ao simples uso de uma solugdo tampdo para diluicdo. Esta
abordagem, apresenta a vantagem de evitar a extraccdo de compostos altamente
polares ou idnicos, que permanecem na fase aquosa. Segundo os autores, solventes
organicos com baixa densidade, como é o caso dos hidrocarbonetos aromaticos (tolueno
e benzeno), facilitam a etapa da limpeza e dao origem a resultados mais reprodutiveis.
Desta forma, optou-se por introduzir um passo de limpeza com tolueno, sendo depois os
extractos orgénicos levados a evaporacdo do solvente em corrente de azoto. Apesar de
esta etapa constituir um acréscimo no tempo de analise, verificou-se neste estudo que a
limpeza com o tolueno é extremamente importante visto que diminuiu a quantidade de

interferentes na linha de base, consequentemente aumentou a resolucdo cromatografica.

A concentracdo de dabsilo é também um parametro importante, uma vez que
concentracdes excessivas sao responsaveis pelo aparecimento de picos interferentes nos
cromatogramas o que piora a resolucdao cromatografica.

Realizaram-se testes com diferentes concentracbes de cloreto de dabsilo/tempo de
derivatizacdo com o objectivo de estabelecer as melhores condicdes de derivatizagdo. As
concentracbes escolhidas para os testes foram escolhidas com base na bibliografia
(Krause et al., 1995 e Castillo e Castells, 2001). Os resultados obtidos encontram-se
registados na Tabela 9.

Como se pode observar, com uma concentracao 2mg/ml de cloreto de dabsilo obtiveram-
se racios superiores quando a derivatizacdo foi efectuada entre 20 e 25min a excepgao
da triptamina que obteve o racio mais elevado com 30min de derivatizacdo. A 25min o
racio obtido para a espermina foi claramente superior. O tempo 6ptimo para efectuar a
derivatizagao situa-se entre 20 a 25min quando usado 2mg/ml.

Com a concentragao 4mg/ml de cloreto de dabsilo obtiveram-se racios superiores a 10,
15 e 20min, sendo que com 15 e 20min de derivatizagdo os racios obtidos para a
histamina, tiramina, espermidina e a espermina foram superiores aos obtidos com 10min
de derivatizagdo. Como os racios com 15 e 20min de derivatizacdo sdo semelhantes e
visto que o racio obtido para a putrescina diminuiu com o aumento da temperatura para

20min, deve-se optar por fazer a derivatizagdao entre 15 a 20min com 4mg/ml.



Tabela 9 - Resultados dos racios obtidos para cada relagdo concentragao de cloreto de

dabsilo/ tempo de derivatizagao.

2mg/ml 4mg/ml
Amina Aamina/ Apr Aamina/ Apr
10min 15min 20min 25min 30min | 10min 15min 20min 25min 30min

Triptamina 0,47 0,48 0,45 0,44 0,49 0,46 0,43 0,44 0,39 0,45
B-feniletilamina 0,49 0,48 0,50 0,48 0,46 0,44 0,47 0,46 0,41 0,47
Putrescina 0,74 0,74 0,78 0,81 0,59 0,78 0,90 0,86 0,85 0,85
Cadaverina 0,81 0,82 0,83 0,82 0,69 0,88 0,91 0,88 0,82 0,86
Histamina 0,57 0,57 0,59 0,55 0,51 0,64 0,70 0,71 0,72 0,69
Tiramina 0,68 0,67 0,72 0,74 0,58 0,74 0,77 0,79 0,81 0,79
Espermidina 0,73 0,75 0,79 0,78 0,57 0,89 1,08 1,07 1,18 1,12
Espermina 0,79 0,82 0,89 0,94 0,55 1,03 1,41 1,29 1,41 1,39

Se a matriz analisada tiver um teor elevado de aminas biogénicas ou se se pretender
analisar aminodacidos e aminas biogénicas em simultaneo teria que se derivatizar com
uma concentracdo 4mg/ml de cloreto de dabsilo para haver a garantia que no final da
reaccao ainda existe um excesso de cloreto de dabsilo. Esse excesso é necessario visto
gue na amostra existem aminoacidos e outros interferentes que podem consumir o
derivatizante antes das aminas biogénicas.

Observando os cromatogramas obtidos das amostras derivatizadas com 2mg/ml e
4mg/ml de cloreto de dabsilo verificou-se que como as amostras apresentavam um baixo
teor de aminas biogénicas eram necessarias apenas 2mg/ml para garantir o excesso de

cloreto de dabsilo no final da reacgao.

Por ultimo, refira-se que com a utilizacdo de cloreto de dabsilo como derivatizante se
verificou que os derivados eram estaveis ao longo do tempo, nomeadamente a
histamina, permitindo que as injeccdes possam ser feitas passadas 24h, mesmo sem
necessidade de refrigeracdo. Tal constitui uma vantagem, uma vez que poderia ser

instalado um sistema automatico de injecgao.

Fase estacionaria

Como referido inicialmente, este trabalho visou o desenvolvimento de uma metodologia
analitica mais rapida, econdmica e menos poluente do que as disponiveis na literatura.
Para tal, tentou-se a utilizagdo de colunas cromatograficas de reduzidas dimensdes, na
tentativa de obter resolugGes cromatograficas satisfatdrias num menor espago de tempo.
A utilizacdo de uma coluna monolitica constituiu uma primeira abordagem, pelas

vantagens divulgadas pelo fabricante e descritas anteriormente. Assim, comecou-se a
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fazer o estudo com o cloreto de dabsilo com a coluna monolitica Chromolith®
Performance RP-18 endcapped, tendo-se testado posteriormente a performance de uma
coluna C18 de enchimento comum (Discovery® C18, 5cmx3mm i.d., 5um tamanho de
particula). Verificou-se que os resultados obtidos foram idénticos, conseguindo uma
resolucdo idéntica no mesmo espaco de tempo, ndo constituindo por isso uma mais valia

a aplicacdo da coluna monolitica para esta analise em concreto.

Para além do menor tempo cromatografico e melhor estabilidade dos derivados, a
derivatizagdo com cloreto de dabsilo consome menor volume de reagentes, quer
organicos quer do proprio derivatizante, quando comparada com o cloreto de dansilo.
Apesar de ndo ter sido conseguida a eliminacdo total do acetonitrilo, o consumo deste
por injeccdao é de apenas aproximadamente 3 ml, o que, em contraponto com as
vantagens referidas, constitui, no seu conjunto, o melhor método de anadlise para as
aminas biogénicas. Desta forma foi este o método escolhido para as analises

subsequentes, tendo sido efectuada a sua validagao.

3.2. Validagao do método

A validacdo de um método analitico tem como finalidade a avaliacdo das caracteristicas
do método, o controlo das varidveis que afectam o resultado e a avaliacdo da incerteza
global associada ao método.

Apds optimizacdo do método, efectuou-se o estudo dos parametros analiticos:
linearidade, precisdo, limite de detecgdo e limite de quantificacdao e a recuperagao.

A validacdo do método foi realizada apenas com o derivatizante cloreto de dabsilo, que
se mostrou como melhor opcao nos testes efectuados previamente. Para o estudo de

validacao do método, utilizou-se sempre a mesma amostra de chourico comercial.

3.2.1. Linearidade

Representa a capacidade que o método tem em fornecer resultados directamente
proporcionais a concentragdo da substancia em estudo (Ribani et al., 2004).

Para a quantificagdo dos compostos em estudo usou-se o método do padrdo interno, com
o 1,7-diaminoheptano.

Inicialmente foi feita uma solucdo padrao made, sem PI, conforme descrita na seccao
“Material e Métodos” no ponto 2.3. Foram feitas varias diluicdes a solucdo anterior, de

forma a obter curvas de calibragdo com concentragdes entre cerca de 1 e 100 pg/ml
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(0,01-1,25 pmol/ml), dependendo da massa molecular de cada amina, sempre com 0,33

mg de PI e TDPA (0,02g). Todas as solugbes foram preparadas em HCI 0,1M e mantidas

a 49C. As diferentes solucdes foram submetidas ao protocolo descrito na seccdao “Material

e Métodos” no ponto 2.5.2). De cada mistura de padrdes foram efectuadas 2 injecgdes. O

coeficiente de variacdo da injeccdo foi sempre inferior a 1% com solucdes padrao, e

sempre inferior a 5% com amostras.

Na Figura 7 apresentam-se exemplos de curvas de calibracdo e as respectivas equacdes

da recta para cada composto em estudo.
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Figura 7 - Curvas de calibracdo para os compostos em estudo, derivatizados com

cloreto de dabsilo e visualizados cromatograficamente a 436nm.
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O coeficiente de correlagdo quadratico (R?), para todas as aminas foi superior a 0,99 o
que comprova a linearidade do método, ou seja, existe uma relagdo entre a resposta
instrumental e a concentragdo da amina, mostrando-se o padrdao adequado e as

condicOes de derivatizacao estaveis.

3.2.2. Limites de detecgao e de quantificacao

O limite de deteccdo (LD) representa a menor concentragdo da substancia em estudo que
pode ser detectada, mas ndao necessariamente quantificada, utilizando um determinado
procedimento experimental. O limite de quantificacdo (LQ) representa a menor
concentracao da substancia em estudo que pode ser medida, utilizando um determinado
procedimento experimental (Ribani et al., 2004).

O limite de deteccao e o limite de quantificagdao foram calculados como sendo a
concentracdo correspondente a trés vezes o desvio-padrdo do ruido de fundo e dez vezes
o desvio-padrdo do ruido de fundo, respectivamente. O limite de deteccdo variou de 2 a
11mg/kg, e o limite de quantificacdao entre 6 a 35mg/kg, segundo a amina em causa. Os
valores obtidos para os limites de deteccao e quantificacdo em cada uma das aminas

encontram-se registados na Tabela 10.

3.2.3. Precisao da extraccao

A precisdo representa a dispersao de resultados entre ensaios independentes, repetidos
de uma mesma amostra (Ribani et al., 2004). Esta pode ser avaliada através da

repetibilidade e da precisdo intermédia.

Repetibilidade ou precisdo intra-dia

Esta define a precisdo do método em repetir num espaco curto de tempo, os resultados
obtidos. Na Tabela 10 encontram-se registados os valores da precisdo intra-dia, variando
de 2,3 a 15,2%.

Precisdo intermédia ou precisdo inter-dia

Define a habilidade do método em fornecer os mesmos resultados quando as analises
sao feitas em dias diferentes.

Na Tabela 10 encontram-se registados os valores obtidos para a precisao inter-dia, cujos

valores variam de 8,8 a 15,3%.
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3.2.4. Recuperacao

A recuperacao € definida como a proporgdo da quantidade da substancia de interesse,
presente ou adicionada na porgdo analitica do material teste, que é extraida e passivel de
ser quantificada (Ribani et al., 2004).

Usou-se o método da adicdo de padrdo para calcular a recuperagdo de cada composto
em estudo. Como a metodologia se destinava a ser aplicada em amostras de enchidos, a
mesma amostra de um chourico comercial foi utilizada ao longo do estudo de validagao.
A esta amostra, adicionaram-se quantidades conhecidas de solugbes padrao de trabalho,
contendo cada uma das aminas, com 3 niveis de concentragdo, em duplicado para cada
nivel.

As recuperacdoes médias obtidas para cada composto em estudo encontram-se registadas
na Tabela 10. Verifica-se que os niveis de recuperagdo sao bastante satisfatérios para a
generalidade das aminas. Apenas na triptamina o resultado foi inferior, mas tal relaciona-

se possivelmente com o elevado coeficiente de variagao obtido para esta amina.
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Tabela 10 - Pardmetros relativos a validacdo do método.

Tempo de retencdo Linearidade Limites Precisdo de extraccao Recuperacao
min CV % Gama de concentracao Deteccdo Quantificacao intra-dia inter-dia média CV%
(n=10) (mg/ml) (mg/kg) (mg/kg) CV% CV% %

(n=3) (n=3) (n=6)
Triptamina 3,29 1,68 0,0063-0,2003 11 35 15,2 13,6 81,6 19,11
B-feniletilamina 3,68 1,24 0,0047-0,1515 8 27 5,5 8,8 96,3 1,18
Putrescina 4,58 1,29 0,0034-0,1102 2 13,0 12,5 104,4 4,81
Cadaverina 4,84 0,90 0,0040- 0,1278 2 8,8 8,7 96,6 6,56
Histamina 5,04 0,85 0,0043- 0,1390 3 11 13,4 9.9 100,7 2,45
Tiramina 5,68 0,58 0,0054- 0,1715 2 4.0 15,3 95,1 12,61
Espermidina 5,89 0,48 0,0057- 0,1816 2 73 14,9 91,6 6,45
Espermina 6,33 0,42 0,0079- 0,2530 3 2.3 9.7 97,7 0,08
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3.3. Analise de aminas biogénicas em enchidos por HPLC

Depois de desenvolvida a metodologia de analise, procedeu-se a sua aplicacdo nas
amostras de enchidos adquiridas em superficies comerciais (ver “Material e
Métodos; Tabela 3).

As amostras foram analisadas pelo método do padrdo interno para tal efectuaram-
se curvas de calibracdo com concentracbes (0,00978; 0,0195; 0,0391; 0,0781;
0,1563; 0,3125 e 0,625 umol/ml) como descrito na seccao da "“Validagao do
método” (ponto 3.2.1). Adicionou-se a mesma quantidade (797ul) da solugdao mae
de PI com concentragdo de 4,085mg/ml e TDPA (0,02g) a cada solugao.

As diferentes solugdes padrao e os extractos resultantes de cada amostra foram
submetidos ao protocolo descrito na seccdo de Material e Métodos (ponto 2.5.2).
Para cada amostra, foram feitas duas extracgdes, sendo que cada extracto foi
analisado em duplicado. Na Figura 8 encontra-se um cromatograma representativo

de uma amostra estudada.
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Figura 8 - Cromatograma obtido para o enchido C6 derivatizado com cloreto de
dabsilo a 436nm. (1- triptamina; 2- B-feniletilamina; 3- putrescina; 4- cadaverina; 5-

histamina; 6-PI; 7- tiramina; 8- espermidina; 9- espermina).

O teor de aminas biogénicas obtido em cada amostra foi calculado com recurso as
equacodes da recta obtidas para cada amina. Na Tabela 11 encontram-se registados

os teores obtidos para cada amina nas diferentes amostras.
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Tabela 11 - Registo do teor de aminas biogénicas obtido para cada amostra

teor de AB expresso em (mg/kg)

c1® Cc2 C3 C4 C5 C6 Cc7 C8
Triptamina n.q® n.q n.q n.q 378,99 157,57 152,24 53,68
p-feniletilamina 196,65 240,19 86,12 65,25 n.d 50,40 n.d n.d
Putrescina 26,70 228,97 141,71 76,57 265,64 527,38 n.d 514,17

Cadaverina 87,00 100,05 25,40 97,68 228,78 572,03 25,96 69,55

Histamina 195,33 n.d°® 33,66 n.d n.d 591,70 n.d n.d

Tiramina 93,84 94,72 68,18 102,09 275,60 360,27 97,34 208,07
Espermidina 76,05 87,25 n.d n.d 71,41 51,95 59,23 38,21
Espermina 21,42 18,45 18,37 9,56 22,86 27,08 31,44 23,62

3C1-C8: amostras de chouricos estudadas; ®n.q: ndo quantificada; °n.d: ndo detectada

Observando a Tabela 11 verifica-se que as aminas detectadas em maior concentragao
neste trabalho foram a putrescina, a cadaverina e a tiramina.

Segundo a bibliografia consultada, a tiramina é a amina biogénica mais abundante na
generalidade dos enchidos fermentados. Estes produtos, tendencialmente apresentam
quantidades relativamente reduzidas de diaminas, putrescina e cadaverina, porém,
alguns podem acumular grandes montantes, que podem mesmo exceder o conteldo de
tiramina. Neste estudo, verificou-se que em algumas amostras (C2 e C6), ambas as
diaminas, putrescina e cadaverina, apresentaram teores superiores aos obtidos para a
tiramina. De acordo com (Vidal-Carou et al., 2009) os valores médios descritos na
literatura para a putrescina e a cadaverina sdao 89mg/kg e 44mg/kg, respectivamente
sendo que estas aminas, juntamente com a tiramina, poderdo indicar a existéncia de
mas praticas de higiene. Cinco das amostras estudadas apresentaram valores superiores
ao valor médio referido para a putrescina e apenas duas amostras apresentaram valores
inferiores aos referidos para a cadaverina. De realcar que as amostras C6 e C8
apresentaram teores anormalmente elevados de putrescina (cerca de 500mg/kg), sendo
que a primeira apresentou igualmente teores superiores a 500 mg/kg de cadaverina.
Apesar destas aminas nao serem consideradas téxicas, sdo percursoras, por reaccao com
o nitrito, de nitrosaminas carcinogénicas, pelo que o seu estudo se revela de extrema
importancia. No que respeita a presenca de tiramina, a qual estd associada a reacgoes
vasoactivas sobretudo no caso de pacientes medicados com farmacos IMAO, o teor
médio referidos na bibliografia é de 140 mg/kg (Vidal-Carou et al., 2009), sendo
aconselhado que os teores nao ultrapassem os 100-200 mg/kg. Nas amostras estudadas,

verifica-se que 3 amostras apresentam teores superiores aos referidos (C5, C6 e C8).
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Como referido, a acumulagdo das aminas biogénicas referidas anteriormente,
nomeadamente a putrescina, cadaverina e a tiramina nos produtos cdrneos em
concentragdes acima dos niveis aceitaveis (100 a 200mg/kg para a tiramina, 50mg/kg
para a putrescina e para a cadaverina) e até o aparecimento da histamina, pode ser
considerado como resultado de mas praticas de higiene. Interessantemente, para a
amostra C5, que apresenta os teores mais elevados de putrescina, cadaverina e tiramina,
todos eles, muito superiores aos valores referidos na literatura. A histamina e a B-
feniletilamina ndao foram detectadas nas amostras C5, C7 e C8. Como referido na secgao
“Introducdo”, a histamina e em menor grau a B-feniletilamina podem desencadear
reaccoes adversas nos consumidores, dai que seja desejavel a auséncia destes
compostos nos alimentos. Contudo, apenas se encontra legislado o teor maximo de
histamina em peixe (100 mg/kg), ndo existindo legislacdo no caso dos produtos carneos.
As poliaminas naturais, espermina e espermidina, apresentaram o0s menores teores de
todas as aminas em estudo, ndo se tendo detectado espermidina nas amostras C3 e C4.
Apesar de algumas amostras apresentarem teores ligeiramente superiores no caso da
espermina, a generalidade dos valores obtidos encontram-se de acordo com os referidos
na literatura (valores médios de 23mg/kg para a espermina e 7mg/kg para a

espermidina).

As amostras seleccionadas para aplicacdo da metodologia optimizada, apresentaram
teores varidaveis dos compostos em estudo. De entre as amostras analisadas, a amostra
C7 foi a que apresentou os valores mais reduzidos da maioria das aminas, nao tendo sido
detectada a presenca de trés das oito aminas estudadas, nomeadamente B-
feniletilamina, putrescina e histamina. Esta amostra trata-se de um chourigo tradicional
de marca, proveniente do Alentejo. Os teores baixos de aminas, poderdao estar
relacionados com a qualidade das matérias-primas utilizadas e cumprimento escrupuloso
de condicGes higieno-sanitarias ao longo do processamento. Das amostras analisadas,
também C4 e C8 eram chourigos tradicionais de marca, sendo contudo de origens
diferentes. C4 apresentou teores razodveis da maioria das aminas, a excepcao do teor
algo elevado de B-feniletilamina; ja em C8, apesar de ndo se detectar a presenca de B-
feniletilamina e de histamina, verificaram-se teores anormalmente elevados de
putrescina. Pelo facto das amostras de chourico C4, C7 e C8 nao se apresentarem
embaladas em atmosfera protectora, poderia ser de esperar que apresentassem teores
de aminas biogénicas superiores, dado que a embalagem em atmosfera modificada
diminui o crescimento microbiano. Tal parece ndo se verificar, o que podera estar
relacionado com a qualidade das matérias-primas utilizadas, condicoes de

processamento.



Relativamente as restantes amostras, verificou-se que uma das amostras de marca
branca apresentou teores muito elevados de histamina e pB-feniletilamina, sendo a
amostra com o teor mais baixo de putrescina, a outra ndao apresentou histamina, mas
obteve valores muito elevados de B-feniletilamina, e a terceira, apesar de nao ter sido
detectada a presencga de histamina e B-feniletilamina, apresentou teores muito elevados
de tiramina, putrescina e cadaverina. Relativamente aos “produtos de seleccdo” de
marca branca, ambos com a particularidade de serem as Unicas amostras que nao
referiam no rotulo a adicdo de conservantes, uma delas apresentou teores razoaveis para
a maioria das aminas (a excepcao de teores algo elevados de PB-feniletilamina e
putrescina, comparativamente ao descrito na literatura); ja a outra, apresentou teores
muito elevados de tiramina, putrescina, cadaverina e triptamina, mas auséncia de
histamina e B-feniletilamina.

Dado o numero muito restrito de amostras analisadas, ndo se consegue relacionar teores
de aminas com o facto de o chourico ser de marca branca ou chourico tradicional de
marca, nem com o tipo de embalagem utilizada. Contudo, verifica-se a presenca destes
compostos, por vezes com teores superiores aos referidos na bibliografia, dai que pareca
ser de interesse a realizacdo de um estudo pormenorizado, abrangendo um numero

representativo de amostras.



4. CONCLUSAO

Com esta dissertagcdao, pretendia-se o desenvolvimento de um método cromatografico
dirigido a anadlise do teor de aminas biogénicas em enchidos, que ndo utilizasse
acetonitrilo, dado a escalada de preco deste solvente derivado a crise internacional, e
simultaneamente permitisse uma reducdo do consumo total de solventes organicos por
amostra, tornando a analise econdémica e ambientalmente mais amigavel. Dado a
existéncia de uma vasta gama de metodologias utilizadas na derivatizagdo destes
compostos, a comparacao de resultados obtidos com diferentes derivatizantes e selecgao
da melhor metodologia, constituiu um segundo objectivo do trabalho. Desta forma,
iniciou-se o estudo com a optimizacdo do eluente organico, o que foi conseguido na
perfeicdao para o cloreto de dansilo, uma vez que se verificou uma boa resolucao
cromatografica, num curto espaco de tempo, substituindo totalmente o acetonitrilo por
metanol. No caso da derivatizacdo com o cloreto de dabsilo, tal ndo foi possivel uma vez
gue a resolucdo cromatografica obtida com 100% de metanol ndo era boa, mas, de certo
modo, conseguiu-se alcancar o objectivo proposto uma vez que apesar de usar
acetonitrilo:metanol (50:50, v/v) a quantidade gasta de acetonitrilo por amostra era
minima (~ 3ml). Tal foi possivel, atendendo a escolha da fase estacionaria que permitiu
encurtar o tempo de analise comparativamente com o descrito na bibliografia. Testaram-
se duas colunas diferentes, uma coluna cromatografica monolitica de fase reversa
Chromolith® Performance RP-18 endcapped (tempo de anadlise ~11min) e uma coluna
tradicional de silica Discovery® C18 (tempo de andlise ~9min), conseguindo-se com
ambas resultados similares, conseguindo encurtar o tempo de analise o que permitiu um
menor gasto de eluentes sem comprometer a analise cromatografica das oito aminas em

estudo.

A optimizacdo da metodologia analitica para a determinacdo de aminas biogénicas foi
iniciada com o cloreto de dansilo, tendo-se testado varios pardmetros de derivatizagdo
diferentes (tempo, temperatura, solucao saturada e neutralizador do excesso de
derivatizante). Assim, e usando duas solugdes saturadas, o carbonato de sddio e o
bicarbonato de sédio, tendo como finalidade a sua comparagdo, realizaram-se testes
temperatura/tempo de derivatizacdo para cada solugdo saturada. Concluiu-se que
quando se usava o carbonato de sédio e a prolina como neutralizador do excesso de
DnCl, obtinham-se resultados melhores a 50 °C/+ 60min de derivatizacao. Verificou-se
também que para temperaturas superiores (60 e 70°C) o rendimento é ligeiramente
inferior. A temperatura optima de derivatizacdo com carbonato de sdédio e prolina para a

cadaverina, histamina e para a espermina foi de 40°C, mas nao se verificou o mesmo
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para as restantes aminas. Concluiu-se que com o carbonato de sédio ndo havia uma
conformidade no que diz respeito a temperatura de derivatizacdo ideal uma vez que para
a histamina as condigoes ideais sao 40°C/45 min, esta é fortemente afectada quando (>
a 40°C), ja para a triptamina e a putrescina o ideal seria 50°C/60min. Estudou-se
também o efeito do pH na derivatizacdo, concluiu-se que de uma maneira geral que os
racios obtidos para cada amina sao inferiores com pH superior 11,26 com carbonato de
sodio e prolina e para pH de 11,64 com carbonato de sédio e amdnia. Com base nos
resultados obtidos, quando se realiza a derivatizacdo com este derivatizante, os melhores
resultados parecem ser conseguidos quando se utiliza uma solucdo saturada de
bicarbonato de sdédio e amoénia como neutralizante do excesso de DnCl, aconselhando-se
a substituicdo desta ultima por ou prolina quando se pretende obter melhores resultados
para a histamina, a qual apresenta uma toxicidade elevada quando se encontra na
presenca de outras aminas, sendo por isso necessaria a sua quantificacao.

Contudo, ao longo do estudo utilizando o cloreto de dansilo como derivatizante,
constatou-se que o mesmo derivatizado injectado em dias diferentes ndo se mantinha
estavel, apresentando variacdes elevadas sobretudo a nivel da area do pico
correspondente a histamina, verificando-se ainda que a histamina frequentemente
originava a formacdao de diversos derivados. Assim, optou-se por testar outro
derivatizante, o cloreto de dabsilo. Optimizou-se uma metodologia para a derivatizagao
com o cloreto de dabsilo em que se optimizaram os parametros: utilizagdo de um
solvente orgdnico e concentracdo de cloreto de dabsilo /tempo de derivatizagao.
Verificou-se que ao introduzir uma etapa de limpeza usando como solvente organico o
tolueno, a quantidade de interferentes na linha de base diminuiu consideravelmente,
aumentando a resolugdo cromatografica. Como outro pardmetro que influencia a
quantidade de interferentes na linha de base é a concentracdo de cloreto de dabsilo
realizaram-se testes a diferentes tempos de derivatizagdao. Concluiu-se que quando se
efectua a derivatizacdo com 2mg/ml o tempo éptimo de derivatizacao situa-se entre 20 a
25min, quando se usa 4mg/ml de cloreto de dabsilo deve optar-se por fazer a
derivatizagdo entre 15 a 20min. Observou-se neste estudo que o uso de 2mg/ml de
cloreto de dabsilo era suficiente no caso concreto em estudo, uma vez que as amostras
apresentavam um baixo teor de aminas biogénicas. Sé seria necessario usar
concentragdes mais elevadas de cloreto de dabsilo se a amostra tivesse elevadas
guantidades de aminas ou caso se pretendesse analisar em simultaneo aminas
biogénicas e aminoacidos. Verificou-se que o uso do cloreto de dabsilo apresenta
vantagens em relagdo ao cloreto de dansilo, uma vez que a estabilidade dos derivados é
maior, resulta num menor tempo de analise e o consumo de reagentes é menor, tanto de

cloreto de dabsilo como de eluentes.

46



De forma a validar a metodologia seleccionada, foi realizado um estudo da gama de
linearidade, dos limites de deteccao e quantificagdo, da precisdao e da recuperacao do
método. A gama linear de concentragdes obtida situa-se entre 0,0063 e 0,2530 mg/ml, 0s
limites de deteccao e de quantificagdo variam de 2 a 11mg/kg e entre 6 e 35mg/kg,
respectivamente, dependendo da amina em analise. As recuperagdes médias obtidas
encontram-se entre 81,6 e 100,7% para a triptamina e a histamina, respectivamente.

A metodologia foi aplicada a analise de amostras comerciais, verificando-se em algumas
amostras, teores superiores de algumas aminas biogénicas comparativamente aos
valores referidos na bibliografia, dai que pareca ser de interesse a realizacdo de um

estudo pormenorizado, abrangendo um numero representativo de amostras.

Com esta dissertacao pretendeu-se contribuiu para um melhor conhecimento sobre o
teor de aminas biogénicas em enchidos portugueses, através do desenvolvimento de
uma metodologia cromatografica que possa ser utilizada em trabalhos futuros visando a
analise destes compostos num produto tradicionalmente consumido pela populacao

Portuguesa.
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