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RESUMO

A presenca de aminas biogénicas nos alimentos € um ponto critico da seguranca
alimentar pela sua ligacdo a casos de intoxicagOes alimentares, sendo por isso
importante testar e otimizar novas metodologias analiticas para a detecdo e
quantificacdo destes compostos.

Neste trabalho, pretendeu-se otimizar uma metodologia baseada na técnica de
cromatografia em camada fina para analisar 7 aminas biogénicas: cadaverina,
espermina, espermidina, putrescina, tiramina, 2-feniletilamina e histamina.

Numa primeira fase, testou-se a eficacia de separacdo de trés eluentes distintos,
tendo-se selecionando o eluente cloroférmio: éter diétilico: trietilamina (40:10:10)
porque permitiu melhor resolugdo entre os picos das aminas biogénicas. Posteriormente,
avaliou-se 0 desempenho da metodologia analitica relativamente a calibracdo de cada
amina biogénica para a analise quantitativa.

Os coeficientes de correlacdo (R) obtidos para a maioria das aminas biogénicas foi
superior a 0,99, exceto na calibragdo da 2-fenileilamina cujo R=0,977.

Os limites de detegdo situaram-se entre 2,6 mg/L (tiramina) e 5,8 mg/L (2-
feniletilamina), enquanto os limites de quantificacdo se situam entre 7,9 mg/L (tiramina)
e 17,6mg/L (2-feniletilamina).

Finalmente, aplicou-se 0 método otimizado em amostras comerciais do cogumelo
de cultivo Pleurotus ostreatus, em fresco. Estabeleceu-se um procedimento apropriado
para a extracdo das aminas biogénicas nesta matriz e avaliou-se a presenca de aminas
biogénicas nas amostras de cogumelos conservados a temperatura ambiente ao longo de
8 dias. Neste estudo foram encontrados 4 compostos, trés dos quais desconhecidos
suspeitando tratar-se de aminas biogénicas. A amina biogénica que foi detetada e

quantificada nas amostras de cogumelos foi a espermidina.

Palavras-chave: Aminas biogenicas; cromatografia em camada fina; cogumelos;

fluorescéncia, cloreto de dansilo.



ABSTRACT

The presence of biogenic amines in foods is a critical issue of food safety due to
its links with cases of food poisoning, being important to test and optimize new
analytical methods for detection and quantification of these compounds.

In this work it was intended to optimize a methodology based on the technique of
thin layer chromatography to analyze seven biogenic amines: cadaverine, spermine,
spermidine, putrescine, tyramine, 2-phenylethylamine and histamine.

Initially, it was tested the efficacy of separation of three different eluents, being
selected the chloroform: diethyl ether: triethylamine (40:10:10) eluent because it
allowed better resolution between the biogenic amines peaks. Subsequently, it was
evaluated the analytical methodology performance of calibration of each biogenic amine
for quantitative analysis.

The correlation coefficients (R) obtained for most of the biogenic amines was
higher than 0.99, except in the calibration of 2-fenileilamine, with R = 0.977. The limits
of detection ranged from 2.6 mg/L (tyramine) and 5.8 mg/L (2-phenylethylamine),
while the quantification limits are between 7.9 mg/L (tyramine) to 17.6 mg/L (2-
phenylethylamine).

Finally, the optimized method was applied in fresh commercial samples of
Pleurotus ostreatus mushrooms. It was established a suitable procedure for the
extraction of biogenic amines in this matrix and carried out the analysis of the biogenic
amines in mushrooms samples stored at room temperature over 8 days. In this study,
four compounds were detected, three of which are unknown although suspected to be
biogenic amines. The biogenic amine that was detected and quantified in the mushroom

samples was the spermidine.

Keywords: Biogenic amines, thin layer chromatography, mushrooms,

fluorescence, dansyl chloride.
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Enquadramento tedrico




Enquadramento teorico

1.1 FUNGOS, COGUMELOS E SUA CLASSIFICACAO

Das cerca de 70.000 espécies classificadas como fungos, os cogumelos séo a mais
conhecida, a maioria destas ndo sdo viviveis a olho nu, nuns casos por serem
microscopicos e noutros por viverem no interior do substrato, e destes, s6 alguns tém
frutificagbes grandes: sdo os macromicetas. Sao estes os que produzem cogumelos,
vivem, diretamente na terra ou sobre madeira, de outros fungos, e em certos animais.
Podem-se encontrar em qualquer tipo de substrato (Martins, 2004).

Os fungos em geral, e 0s que produzem cogumelos em particular, tém caracteres
proprios, diferentes dos vegetais e, em certa medida, mais semelhantes aos dos animais
(Martins, 2004).

Apds serem enquadrados durante longos anos entre os vegetais, 0s cogumelos sao
hoje colocados num reino autébnomo denominado Reino Fungi, devido as suas
caracteristicas peculiares (Martins, 2004; Trabulsi, 1991).

Os fungos podem ser designados como parasitas quando colonizam matéria
organica viva, como saprobios quando colonizam matéria organica em decomposicdo
(nesta categoria estdo inseridos os cogumelos comestiveis Agaricus e Pleurotus), ou
ainda como simbiontes quando se associam a outro ser vivo, estabelecendo uma relagéo
harmdnica com troca de favores (Bononi et al., 1999).

Os cogumelos sdo a parte visivel de certos fungos, o “fruto” portador de esporos
necessarios para se reproduzir. Neste tipo de fungos, a parte vegetativa é formada por
filamentos (hifas) que crescem quase continuamente no interior ou sobre o substrato, e
as hifas, em conjunto, formam o micélio (Martins, 2004).

Os fungos sdo classificados em varios grupos de acordo com uma série de
caracteristicas, principalmente em relacdo as suas microestruturas, reproducdo sexuada
e assexuada, especializa¢des de acordo com o modo de vida, enzimas produzidas, entre

outras (Bononi et al., 1999).

1.2 COGUMELOS COMESTIVEIS E SEU INTERESSE NA
ALIMENTACAO

Os cogumelos comestiveis fazem parte de dois grandes grupos: 0s ascomicetos

(Morchella e Peziza) e os basidiomicetos (Agaricus e Pleurotus) (Bononi et al., 1999).
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A literatura especializada cita aproximadamente 2.000 espécies potencialmente
comestiveis, todavia, cerca de 25 delas sdo cultivadas comercialmente sendo
normalmente utilizadas na alimentagdo humana. E possivel a cultura de algumas destas
espécies desigdamente, Agaricus bisporus, Agaricus campestres, Lentinus edodes e
Pleurotus ostreatus (Furlani e Godoy, 2007; Urben et al., 2001).

Apesar de sermos dos paises sem legislacdo especifica que regule o comércio dos
cogumelos, encontramos & venda espécies cultivadas sem risco para a saude publica e
interessantes sob o ponto de vista alimentar, como sdo o Pleurotus ostreatus
(“repolgas™), o Lentinela edodes (“shiitake”), ambos com propriedades medicinais
(ajudam a baixar o colesterol), Pleurotus eryngi, (“setas de cardo”), Lepista nuda (“pé
azul”) e Agaricus bisporus (“cogumelos de Paris”), entre outros (Martins, 2004).

Estes macrofungos tém sido muito utilizados na alimentacdo humana desde
sempre, despertando o interesse de investigadores interessados no estudo das suas
propriedades nutritivas e medicinais. Sdo também considerados alimentos terapéuticos,
algumas espécies demonstram ter acdo imunomoduladora, isto é, atuam ao nivel do
sistema imunitario, condicionam a resposta imunoldgica, com efeito anti-tumoral ou
imunossupressor (Martins, 2004). Sdo também usadas para o tratamento e prevencédo de
doengas cardiovasculares como hipertensdo, hipercolesterolemia, cancro e diabetes
(Azevedo,1982; Helm et al., 2009). Compostos antioxidantes foram encontrados em
espécies como Lentinus edodes e Pleurotus ostreatus (Yang et al., 2002).

Quando comparados com outros produtos de origem vegetal, os cogumelos séo
muito ricos em proteinas, vitaminas, minerais e teor em agua, além disso sdo pobres em
calorias, sal, lipidos, isentos de agucar, amido e colesterol, caracteristicas estas que 0s
tornam um suplemento nutricional e um dietético ideal (Rai e Paul, 2007).

Relativamente a toxicidade de cogumelos comestiveis e medicinais, as
informacdes sdo bastante limitadas. Os riscos que a ingestdo de cogumelos pode trazer a
salde sdo devidos a presenca de certos contaminantes existentes no meio ambiente,
sendo os cogumelos utilizados como biomarcadores da poluicdo ambiental (Taveira e
Novaes, 2007).

A contaminacdo de cogumelos pode ocorrer durante 0 seu processamento. Para
estes serem comercializados em conservas devem sofrer adi¢do de algumas substancias
(Rodrigo et al., 1999). De acordo com o Codex Alimentarius podem ser utilizados como

aditivos em cogumelos os acidos acético, latico, citrico e ascorbico, sendo os limites na
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concentracdo para o acido acético a dosagem maxima de 20g/Kg e para os acidos latico
e citrico a dosagem maxima de 5g/Kg, separadamente ou em associa¢do (Moda et al.,
2005).

A degradacdo de cogumelos comercializados frescos pode representar um risco
para a saude, por apresentarem um curto tempo de vida util, limitando-se a um a trés
dias, a temperatura ambiente, e sob refrigeracdo, cerca de oito a dez dias.

O processo de tratamento ap6s a colheita dos cogumelos deve ser executado o
mais rapida e eficientemente possivel, devido a sua facil deterioracdo (Azevedo, 1982).

A qualidade dos cogumelos ¢ refletida tendo em conta diversos parametros tais
como a cor, textura, estagio de desenvolvimento e contagem microbiana. O seu
deficiente manuseamento pode levar a contaminacdo por coliformes fecais e
Escherichia coli, sendo possivel também ocorrer a contaminacdo por Clostridium

botulinum (Gonzalez et al., 2000).

1.3 CARACTERIZACAO DOS COGUMELOS PLEUROTUS
OSTREATUS

O nome Pleurotus vem do grego “pleuro” que significa formado lateralmente ou
em posicao lateral, referindo-se a posicdo lateral da estipe em relacdo ao pileo (Stamets
e Chilton,1983).

Pertencendo a ordem Agaricales e a familia Pleurotaceae, o género Pleurotus é
amplamente cultivado no mundo todo. Até a década de 70 do século XX, o seu
consumo era feito basicamente pela coleta destes cogumelos diretamente da Natureza e
a partir de entdo iniciou-se o cultivo em escala industrial (Mandeel et al., 2005; Bononi
etal., 1999).

Foram descritas mais de 1.000 espécies de Pleurotus no mundo, somente 50 das
mesmas sao reconhecidas como vélidas para este género. A dificuldade de proceder a
sua identificacdo taxonomica prende-se com o facto de existir uma ampla variedade de
especies distribuidas por todo o mundo (Guzman, 2000). Para além das suas
propriedades gastronomicas, 0 género representa o grupo de cogumelos comestiveis
com sabor caracteristico, elevado teor de proteinas e vitaminas, baixa quantidade de
lipidos e com propriedades terapéuticas (Breene, 1990; Mandeel et al., 2005).

Algumas espécies de cogumelos, tais como Pleurotus ostreatus, P. florida, P.

citrinopileatus, P. salmoneo-stramineus, Lentinus edodes, Ganoderma lucidum,
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Flammulina velutipes e Grifola, possuem enzimas extracelulares como lenhina
peroxidase, manganés peroxidase e lacases, que podem modificar e degradar a lenhina,
possuindo desta forma, a capacidade de crescer em troncos de arvores vivas ou mortas
(Martinez et al., 2001).

Esta espécie apesar de se adaptar ecologicamente a diversas condicGes climaticas,
no seu meio natural encontra-se primordialmente como sapréfita em zonas temperadas,
crescendo em aglomerados de madeira desde que existam condigdes favoraveis
nomeadamente em termos de temperatura e humidade. (Schachter et al., 2005).

Quando cultivada esta espécie, apresenta um ciclo de producéo relativamente
rapido (apresentando um custo e tecnologia de producdo baixos), sendo necessario
menos de 30 dias desde o inicio de seu crescimento vegetativo até a primeira colheita,
num total de trés ciclos de producdo (Stamets, 2000; Mandeel et al., 2005).

Sdo varios os subprodutos que podem ser usados como substrato para o cultivo
dos Pleurotus ostreatus, o que os torna interessantes em termos de comercializagéo tais
como: folhas de bananeira, cascas de amendoim, trigo, palhas de milho, folhas e bagaco
de cana-de-acUcar, farelo de arroz e uma variedade de residuos lignocelulésicos
(Mandeel et al., 2005; Webster e Weber, 2007; Schachter et al., 2005).

1.3.1 ASPETOS FISICOS

A espécie Pleurotus ostreatus, conhecida comumente como “Cogumelo Ostra”
(figura 1), na Natureza, possui um chapéu excéntrico convexo, aveludado e com a
margem um pouco enrolada, acinzentado ou esbranquicado com tons azulados, as vezes
cor de concha de ostra, glabro e seco, podem apresentar por vezes um didmetro de 10 ou
mais ¢cm; as suas laminas sdo esbranquicadas e bastante estreitas; apresentam um pé
muito curto, branco, e piloso; a sua carne € esbranquicada, ndo muda de cor, de aroma
agradavel e sabor suave; habita em apertados tufos, tém duracdo de Setembro até a
chegada da Primavera, vivem em tocos ou troncos vivos de diferentes caducifélias, mais
raramente em madeira de coniferas, por vezes mesmo em grande numero (Garnweidner
etal., 1999).
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Figura 1- Cogumelos Pleurotus ostreatus em diferentes estagios de desenvolvimento (Silva,

1.3.2 ASPETOS NUTRICIONAIS

2000)

A crescente popularidade na Europa dos cogumelos comestiveis Pleurotus

ostreatus, deve-se a sua qualidade sensorial e ao seu valor nutritivo. Tal como a grande

maioria dos cogumelos comestiveis, Pleurotus ostreatus é caracterizada pelo seu baixo

valor calérico (1510 kJ kg™ parte edivel), tornando-o adequado para 0 seu consumo

numa dieta saudavel (Jaworska e Bernas, 2009).

O género Pleurotus como outros cogumelos comestiveis, possuem comprovadas

propriedades nutricionais, como elevado teor de fibras, quantidades moderadas de

proteinas de boa qualidade com a maior parte dos aminoéacidos essenciais, minerais e

vitaminas. Na tabela 1, 2 e 3, mostram-se resultados sobre a composicao nutricional de

cogumelos Pleurotus ostreatus, o teor em minerais e em aminoacidos essenciais

respetivamente (adotado de Azevedo, 2010).

Tabela 1- Composicdo nutricional de cogumelos Pleutotus ostreatus

Componentes Unidades
% m/m, em base seca | % m/m, em base himida | g/100g de massa seca
Cinzas 0 R 5.58
Hidratos de carbono 28.57 1.86 47.0
Proteinas 37.51 3.8 16.9
Lipidos 1.32 0.13 5.97
Fibras alimentares 21.94 2.17 9.41

Referéncias

Helm et al., 2009

Helm et al.,2009

Bonatti et al., 2004




Tabela 2- Teor de minerais da espécie Pleurotus ostreatus

Enquadramento teorico

Teor de minerais

% m/m, em base seca

Cobre 0.45
Ferro 2.16
Zinco 1,66
Manganés 0,29
Calcio 7.63
Magnésio 13.43
Potassio 274.42
Sédio 27.58
Fosforo 158.23
Referéncia Helm et al.,2009

Tabela 3 — Aminoécidos essenciais presentes em cogumelos Pleurotus

Aminoécidos Unidades
9/100g de proteina mg/g (peso 0/100g de mg/100g (peso
bruta corrigida seco) cogumelo fresco)
Leucina 6.8 12.2 6.54 139
Histidina 1.7 15.0 3.77 65
Arginina 5.3 121 10.94 176
Valina 55 10.7 4.36 112
Lisina 4.5 9.7 6.30 126
Treonina 4.6 8.5 4.98 106
Isoleucina 4.2 6.6 4.06 82
Fenilalanina 3.7 7.2 4.16 111
Tirosina 3.0 6.0 3.55 219
Metionina 15 4.6 1.54 35
Cisteina 0.4 2.8 1.23 28
Referéncia Banoe Fizgg;athnam., Hi‘dzjriclgg%n Manlzglgegt al. Mattila et al., 2002

1.4 AMINAS BIOGENICAS

1.4.1 ORIGEM E CLASSIFICACAO

As aminas biogénicas sdo compostos organicos nitrogenados, de natureza basica,

com baixo peso molecular que ocorrem naturalmente em microrganismos, plantas e

animais, como consequéncia do seu metabolismo (Santos, 1996). Estes compostos

possuem atividade biologica participando em importantes processos fisiologicos, tais
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como, controlo das fungdes dos &cidos nucleicos, divisdo celular, sintese proteica,

estabilizacdo de membranas (putrescina, espermidina e espermina); fungfes no sistema

nervoso; controlo da pressdo sanguinea (histamina, tiramina e 2-feniletilamina) e

mediador primario do sistema de respostas alérgicas (histamina) (Halasz et al.,1994).

As aminas biogénicas sdo designadas por aminas biogénicas devido a sua origem

bioldgica e em funcdo da sua estrutura quimica podem ser agrupadas segundo (Santos,

1996) como: alifaticas (putrescina, cadaverina, espermina e espermidina), aromaticas

(tiramina e 2-feniletilamina) e heterociclicas (histamina e triptamina) como se mostra na

tabela 4.

Tabela 4 — Estrutura de varias aminas biogénicas

Composto

Estrutura

Cor apresentada na
fluorescéncia ?

NH,
2-Feniletilamina O/\/ Azul
Monoaminas
aromatica NH,
Tiramina /@N Amarelo
HO
_/NHQ
Histamina E;{ Amarelo/laranja
Aminas H
heterociclicas
NH;
Triptamina W Azul/ verde
H
Cadaverina HEN/\/\\/\NH2 Azul
Diaminas alifaticas
Putrescina HzN\/\/\NH Azul
1
. H/\/\NHQ
Espermina Azul/ verde
H\/\/NHg
Poliaminas . H
el Espermidina Azul/ verde
alifaticas P HZN\/\/N\/\/\NH2
NH
Agmatina Azul/ verde

HQN NHCHg(CHg)gCHQNHg

a adaptado de (Vidal-Carou et al., 2009).
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As aminas biogénicas sdo formadas predominantemente pelo processo de
descarboxilacdo dos aminodcidos livres durante o armazenamento e tratamento do
material biol6gico sob condicBes inapropriadas (Mariné-Font et al., 1995).

Este processo pode ocorrer por duas vias: ou através de enzimas descarboxilase
enddgenas naturalmente presentes nos alimentos, ou através de enzimas descarboxilase
exogenas, as quais sdo libertadas por microrganismos associados aos alimentos. A
producdo enddgena de aminas biogénicas é significativamente menor em relagdo a
exogena. Ambas tém efeitos sobre a saude humana sendo prejudiciais em determinadas

concentragdes (Santos, 1996; Kalac et al., 2009).

1.4.2 AMINAS E POLIAMINAS

Durante a década de 1990 o tradicional grupo das aminas biogénicas foi dividido
em dois subgrupos, com base no diferente modo de formacdo e funcBes bioldgicas.
Assim sendo, consideram-se as monoaminas (histamina, tiramina, triptamina, 2-
feniletilamina) e as diaminas (putrescina, cadaverina, agmatina) no primeiro grupo e as
poliaminas num segundo grupo, as quais sdo determinadas principalmente como
componentes naturais de todos organismos vivos, com efeitos positivos e negativos
sobre a satde humana sob diferentes condic¢fes (Kalac et al., 2009).

A putrescina, espermina, e a espermidina sdo classificadas como poliaminas
biologicamente ativas; a putrescina pode ser também classificada como poliamina
devido ao papel que desempenha como percursora de algumas “verdadeiras” poliaminas
(Kalag et al., 2009).

1.4.3 PRESENCA NOS ALIMENTOS: ASPETOS DE SEGURANCA ALIMENTAR

As aminas biogénicas sdo produzidas em varios alimentos e bebidas, tanto em
alimentos fermentados como em ndo fermentados, principalmente pela atividade de
bactérias putrefativas.

As aminas biogénicas podem estar presentes numa vasta gama de alimentos tais
como, chocolate, queijo curado, vinho tinto, cerveja, peixes e produtos a base de peixe
(Vidal-Carou et al., 2009; Kalac et al., 2009).

A determinacdo destes compostos assume um papel importante, ndo sé do ponto
de vista da sua toxicidade, como devido ao facto de poderem funcionar como bons
indicadores ao nivel da contaminagdo microbioldgica, e refletirem a qualidade higiénica
dos alimentos (Saaid et al., 2009).
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A presenga elevada de determinadas aminas biogénicas pode indiciar o uso de
matérias-primas de fraca qualidade ou contaminag6es devido a deficientes condigdes no
processamento e armazenamento dos alimentos. De forma a evitar estas contaminagoes,
os alimentos devem durante toda a sua cadeia de producéo e distribuicdo cumprir com
todos os requisitos a fim de evitar o crescimento microbiano indesejavel.

As aminas biogénicas ingeridas com os alimentos tém, em principio, menores
efeitos tdxicos, uma vez que 0 nosso corpo é capaz de as metabolizar ao nivel do trato-
intestinal e a nivel hepético, contudo em alguns casos, 0S mecanismos gue 0 organismo
dispde podem ser insuficientes quando o individuo tem uma atividade enzimatica
reduzida quer por hereditariedade ou patologias adquiridas (Mariné-Font et al., 1995),
podendo assim comprometer a salde humana apds a sua ingestdo e levando a variados
sintomas, dependendo do tipo de amina biogénica. Na tabela 5 apresentam-se 0s
sintomas e efeitos farmacologicos associados a ingestdo de elevados niveis de aminas
biogénicas em alimentos (Shalaby, 1996; Santos, 1996; Onal, 2007).

A determinacdo da dose toxica das aminas biogénicas € dificil de estabelecer uma
vez que depende de fatores individuais e da presenca de outras aminas biogénicas.
Assim sendo, os limites tém sido até agora esporadicos, sendo estes aplicados somente a
individuos saudaveis (Kala¢ et al., 2009).

Com base em alguns estudos foi proposto para a histamina, a qual tem sido
apontada como causadora de diversos fendmenos de intoxicacdo alimentar, um limite de
100 mg/kg de alimento. Pondera-se que na presenca de outras aminas biogénicas tais
como a cadaverina, putrescina e tiramina, a histamina possa refletir uma maior
toxicidade (Shalaby, 1996; Santos, 1996). De igual forma, valores de tiramina entre
100-800 mg/kg e de feniletilamina acima de 30 mg/kg, nos alimentos, sdo considerados
toxicos para a ingestdo de uma porgdo de =200 g alimento (Santos, 1996). Sabe-se que a
agmatina, a espermina, a espermidina ou as aminas biogénicas terciarias podem ainda
reagir com nitritos formando nitrosaminas carcinogénicas, constituindo um potencial

risco para a saude humana (Shalaby, 1996).
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Tabela 5 — Sintomas e efeitos farmacol6gicos causados pela ingestdo de alimentos com teores elevados
de aminas biogénicas

Amina Percursor Sintomas Possiveis Efeitos farmacoldgicos

Cutaneos: erupcao,
urticaria, edema e
inflamacdo localizada;
Gastrointestinais: . x . x
) L Vasodilatagdo, libertacdo de
nauseas, diarreia e . .
~ . adrenalina; estimula  os
contragfes abdominais; L ..
. neurénios sensoriais e
. . L Outros sintomas x
Histamina Histidina . . x motores; controlo da secregdo
incluem hipotenséo, - i .
acida  gastrica;  mediador

dores de cabeca, L L
albitacses. formiaueiro priméario da resposta alérgica
paipitagoes, g imediata

e, em casos mais
severos, sensacdo de
queimadura,

broncoespasmos e
dificuldade respiratdria

Causa aumento das | Vasoconstricdo periférica;
pupilas, lacrimacdo e | aumento do débito cardiaco,

Tiramina Tirosina . . .
salivacdo; Dores de | da respiragdo e dos niveis de
cabeca e enxaqueca; | aglcar no sangue
Hipertensao.

Putrescina Ornitina

Diminuicéo da pressdo
. . sanguinea, bradicardia;
Paresia das extremidades g . -
potencia a toxicidade das
Cadaverina Lisina outras aminas

Vasoconstricdo; libertacdo da
noradrenalina a partir do

A . . Dores de cabega, sistema Nervoso
2- Feniltilamina Fenilalanina . N o
enxaqueca e Hipertensdo | parassimpético;
Aumento da pressao

sanguinea cefaleia

Aumento da pressdo

Triptamina Triptofano Hipertensao .
sanguinea

11
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A formacdo de elevadas quantidades de aminas biogénicas esta relacionada com a
disponibilidade de aminodcidos livres (embora, nem sempre levem a formacdo de
aminas biogénicas), a presenca de microrganismos descarboxilase positivos, as
condicdes favoradveis ao crescimento bacteriano e a atividade microbiana (Lange e
Wittmann, 2002, Innocente et al., 2007).

Deve ter-se em atencdo que certas aminas biogénicas podem ser toxicas para 0
Homem quando presentes no alimento em concentragdes significativas ou mesmo
quando o mecanismo natural para o catabolismo de uma ou mais aminas biogénicas seja
inibido ou geneticamente deficiente. E pois importante que haja metodologias analiticas
rapidas e simples de implementar para analisar aminas biogénicas nos alimentos para

controlo da sua qualidade e assim evitar situacGes de toxicidade para o consumidor.

1.4.4 METODOLOGIAS ANALITICAS PARA A SUA DETERMINAGCAO

Na area alimentar cada vez mais sdo testados/melhorados novos métodos para a
determinacdo de infimos constituintes indesejaveis nos alimentos suscetiveis de
prejudicar a salde do consumidor. Desta forma, exige um esforco da parte da
comunidade cientifica em desenvolver técnicas analiticas promissoras, capazes de
detetar e, se possivel, quantificar essas mesmas substancias.

A determinacdo de aminas biogénicas nos mais diversos alimentos prende-se ndo
s6 com o facto de estes compostos serem potencialmente toxicos como também
poderem ser potenciais indicadores da falta de qualidade dos alimentos (Onal, 2007).

A correta quantificacdo das aminas biogénicas € uma operacdo analitica com um
certo grau de dificuldade devido a varios aspetos tais como: 0 seu caracter polar; a
auséncia de propriedades intrinsecas dos compostos que possibilitem a sua detecéo
diretamente por métodos fisico-quimicos de aplicacdo corrente, como é o caso de
métodos espectrofotométricos, fluorimétricos ou electroquimicos; a extrema
complexidade das matrizes; as baixas concentragdes em que se encontram estes
compostos nas amostras; a presenca potencial de compostos interferentes, como
diversos aminoacidos com semelhangas estruturais as aminas biogenicas; e ainda a
presenca simultdnea de aminas biogénicas estruturalmente muito diferentes no mesmo
extrato (Shalaby, 1996; Fernandes, 2001; Onal, 2007).
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Pela sua elevada resolucdo, sensibilidade e versatilidade, os procedimentos
cromatograficos sdo os métodos mais utilizados na detecdo de aminas biogénicas
(Vidal-Carou et al., 2009).

Sdo varias as tecnicas baseadas em fluorescéncia para analisar as aminas
biogénicas nos alimentos, nomeadamente: cromatografia em camada fina (TLC),
cromatografia de fase gasosa (GC), electroforese capilar (CE), cromatografia liquida de
alto desempenho (HPLC) e ensaios bioquimicos (Santos, 1996; Shalaby, 1996; Onal,
2007).

As aminas biogénicas podem ainda ser detetadas recorrendo a métodos
bioquimicos de analise, como sendo, testes imunologicos de ELISA (Enzyme Linked
Immuno Sorbente Assay) e testes realizados com culturas bacterianas descarboxilase-
oxidativas em tirosina-agar (AOAC, 1995).

A cromatografia liquida de alto desempenho (HPLC) com detecdo por
fluorescéncia é a técnica de exceléncia para a andlise deste tipo de compostos. Contudo,
as aminas biogénicas ndo exibem uma forte fluorescéncia, ndo podendo por isso mesmo
ser detetadas de forma direta.

A cromatografia de fase gasosa (GC) ndo € normalmente aplicada para a
determinacdo de aminas biogénicas devido a natureza destas serem ndo volateis.

A aplicacdo de somente um Unico procedimento cromatografico ndo € fidvel para
a determinacdo simultanea das aminas biogénicas devido a auséncia de um cromoféro

ou flur6foro comum na sua estrutura (Paledlogos et al., 2003).

1.5 CROMATOGRAFIA DE CAMADA FINA (TLC)

A Cromatografia de Camada Fina (CCF) ou Thin-Layer Chromatogrphy (TLC), é
constituida por uma fase estacionaria, um solido (silica, alumina, celulose), depositado
em camada fina e uniforme sobre um suporte sélido inerte (aluminio ou vidro), e por
uma fase movel sendo um liquido de baixa viscosidade que por capilaridade elui através
da fase estacionaria.

E uma técnica de separacdo, rapida (as separacdes podem ser obtidas em tempos
relativamente curtos), ndo requer um equipamento especial ou sofisticado, € pouco
dispendiosa e pode ser aplicada a um grande nimero de compostos existentes em

matrizes complexas. A sua principal desvantagem é ser uma técnica
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qualitativa/semiquantitativa — colocacdo de amostras em quantidades conhecidas e
quantificacdo por comparagéo (Touchstone, 1992; Shalaby, 1999).

Existem varios tipos de adsorventes utilizados em TLC, em fungdo da polaridade
(polares ou apolares), forca de interacdo com os solutos (fortes, meédios ou fracos) e das
suas propriedades &cidas ou basicas. Na tabela 6 indicam-se as principais fases

estacionérias que se podem usar em TLC (Spangenberg, 2011).

Tabela 6- Fases estacionarias mais utilizadas em TLC.
Principais fases estacionarias em TLC

Oxido de aluminio

Silicato de magnésio
Silica gel
Camadas de gel de silica quimicamente ligadas

Celulose

Poliaminas

Resinas de troca i6nica
Fases quirais
Camadas com indicadores fluorescentes

A silica gel é sem davida a fase estacionaria mais utilizada nos estudos com TLC
(matriz inorgéanica), devido a sua grande area superficial, propriedades bem definidas,
habilidade para adsorver uma enorme quantidade de compostos orgéanicos e a
possibilidade da sua superficie ser facilmente modificada com inimeros grupos
quimicos (Foschiera, 1999).

A escolha da fase estacionaria € muito importante neste tipo de cromatografia,
assim como a do solvente (ou eluente). Os eluentes fortemente adsorvidos pela fase
solida vdo competir com as moléculas de soluto na adsorcdo, fazendo com que estas se
desloguem com facilidade da superficie de adsorcdo, dando origem a baixos fatores de
retencdo; pelo contrario, eluentes fracamente adsorvidos por esta superficie originam

elevados fatores de retencdo dos solutos (Carneiro, 2001).

1.5.1 IDENTIFICACAO DE COMPOSTOS

Na figura 2 mostra-se um esquema de uma placa de TLC com indicagéo da linha
de base, onde se marcam os pontos que sinalizam a posicao de colocagdo da amostra a
analisar; as manchas no meio da placa de TLC indicam que foi efetuada uma separacéo;
a “frente” do solvente, corresponde a linha onde o eluente chegou no momento da

interrupcdo da eluicdo.
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A anélise qualitativa corresponde a identificagdo dos compostos, sendo efetuada

através do fator de retencdo (Fr). Este, é dado pela razéo:

Distancia da mancha alinha de base (D1
Fr = (D1) Eq.1

" Distancia da frente do solvente a linha de base (D2)

As distancias D1 e D2 estao assinaladas esquematicamente na figura 2.

Exemplificando com os analitos em causa neste trabalho, os valores de Fr
identificam as manchas das aminas biogénicas na placa de TLC. O valor de Fr é
caracteristico de uma dada espécie quimica em qualquer tipo de separacdo, e algumas
vezes, este valor é usado para a identificacdo qualitativa de uma espécie desconhecida.
(Vogel., 1986).

N Linha da frente
dosolvente
@
D2
D1
D v Linhade
base
A B

Figura 2- Representacdo de uma placa de TLC e das medidas a considerar na determinacéo do Fr.
A (antes da eluicdo) B (depois da elui¢do).

1.5.2 QUANTIFICACAO DE COMPOSTOS

Para se proceder a quantificacdo sdo usadas solugdes padréo de calibracdo, que se
aplicam na placa TLC, e a partir das manchas dos compostos puros retiram-se 0s
valores das areas respetivas. Com estas areas e concentragdes conhecidas, obtém-se

curvas de calibragdo que permitem quantificar os analitos.
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1.5.3 DERIVATIZACAO

Devido a baixa volatilidade das aminas biogenicas, a falta de agentes cromaéforos
e a melhoria da sensibilidade, usualmente sdo adotados procedimentos analiticos
baseados na formacdo de derivados fluorescentes, recorrendo a diferentes agentes de
derivatizacao.

Na literatura estdo descritos varios agentes derivatizantes, tais como: o
ortoftaldialdeido, os cloretos de sulfonilo, os cloretos de carbonilo, a fluorescamina, de
entre outros (Fernandes, 2001). Da-se aqui particular relevancia ao grupo dos cloretos
de sulfonilo pois neste grupo esta inserido o cloreto de dansilo (figura 3), que foi o

agente usado neste estudo.

Figura 3- Estrutura quimica do cloreto de dansilo

O cloreto de dansilo tem a capacidade de reagir com aminas biogénicas primarias
e secundarias, a pH medianamente alcalino (9,5-10). Os derivados formados sdo, em
regra, estaveis, embora em meio alcalino possa haver hidrolise de alguns deles, o que é
particularmente evidente no caso da histamina (Seiler, 1993).

Na extracdo de aminas biogénicas, diferentes solventes tém sido usados,
nomeadamente, os &cidos hidrocloridico, tricloroacético e perclérico, assim como,
metanol e outros solventes organicos. A extracdo das aminas biogénicas representa um
passo critico do processo pois pode influenciar negativamente as recuperacdes analiticas
(Vinci e Antonelli, 2002).

1.6 VALIDACAO DO METODO ANALITICO
A necessidade de se mostrar a qualidade de medi¢bes quimicas através da sua
comparabilidade, rastreabilidade e confiabilidade, € cada vez mais reconhecida e
exigida. Para garantir que um novo método analitico gere informacBes confidveis e
16
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interpretaveis sobre a amostra, deve sofrer uma avaliacdo denominada validacdo (Ribani
et al., 2004).

A validacdo de um método analitico tem como finalidade a avaliacdo das
caracteristicas do método, o controlo das variaveis que afetam o resultado e a avaliagédo
da incerteza global associada ao método. Para a validacdo do método de analise de
aminas biogénicas efetuou-se o estudo dos pardmetros analiticos: sensibilidade, limite
de detecéo, limite de quantificacéo, preciséo, e exatid&o.

O limite de detecdo (LD) é a concentracdo minima da substancia em analise
detetada com preciséo e exatidao adequada. O seu valor pode ser calculado baseado em

parametros da curva analitica através da seguinte expressao:

_3,3xSb Eq. 2
~a

LD

onde: Sb € o desvio padrdo da ordenada da origem da equacdo da reta ou da equacéo da
reta da regressdo linear; a € o declive ou coeficiente angular da curva analitica. Para
obter estes dados devem-se usar solucdes padréo de calibracdo com matriz semelhante
ou igual as das amostras e com concentragdes da substancia proximas do limite de
detecdo (Ribani et al., 2004).

O limite de quantificacdo (LQ) corresponde a concentracdo da substancia a
analisar que pode ser determinada com preciséo e exatidao aceitaveis. O LQ é calculado
usando os mesmos parametros definidos no célculo do limite de detecdo (Ribani et al.,
2004; Emer e Miller., 2005):

10x Sb Ea. 3
Lo=—1— !

Ja a precisdo avalia a dispersdo de resultados obtidos através de uma série de
medicOes repetidas a uma solugdo em anélise. Se as analises forem efetuadas no mesmo
dia, no mesmo laboratorio e com 0 mesmo equipamento e técnico, o estudo € sobre a
repetibilidade analitica. A precisdo é normalmente avaliada usando o valor do desvio

padrdo relativo (DPR%), também conhecido como coeficiente de variagdo (CV%).
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s
DPR(%) = 2 x 100 Eq. 4

onde, S é o desvio padrdo absoluto, e X é a média aritmética das medigdes.

Geralmente, métodos que determinam substancias em macro quantidades
requerem um DPR% de < 5%. Em métodos de analise de quantidades residuais,
aceitam-se DPR% até 20%, dependendo da complexidade da amostra (Ribani et al.,
2004).

O critério experimental usado na avaliacdo da precisdo foi a repetibilidade. Esta
avalia a dispersdo dos resultados de medicGes sucessivas usando o mesmo método sob
as mesmas condicdes de medicdo, ou seja, usando o mesmo procedimento, com o
mesmo técnico e equipamento analitico e usando as mesmas condicBes experimentais
do mesmo laboratério. As repetices devem ser realizadas num curto intervalo de

tempo.

A exatiddo é avaliada pela proximidade entre o resultado de uma anélise e 0 seu
valor de referéncia aceite como verdadeiro. A exatiddo, quando aplicada a uma série de
resultados de ensaio, estd dependente de erros sistematicos. A ICH (International
Conference on Harmonisation) recomenda avaliar a exatiddo com um minimo de nove
determinac@es e contendo no minimo trés niveis de concentracdo definidos de forma a

abranger um intervalo estabelecido. (Ribani et al., 2004; Emer e Miller, 2005).

|V medido—Vesperado|

Er% =

x 100 Eq.5

V esperado

onde Er% é o erro percentual, e V o valor.

1.7 OBJETIVOS

Perante 0 exposto até agora, sobressai a importancia do desenvolvimento de
métodos para a detecdo das aminas biogénicas visto que, podem estar envolvidas em
intoxicacOes alimentares, ser potenciais indicadores de qualidade higiénica nos mais
diversos alimentos e por, nos metodos analiticos existentes, se manter alguma

dificuldade na sua adequada identificagdo e quantificacdo.
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Além disso, e como ja foi referido anteriormente, a correta quantificacdo das
aminas biogénicas reveste-se de algum grau de dificuldade devido a aspetos
relacionados com as suas caracteristicas quimicas, as baixas concentra¢cbes em que
geralmente se encontram, a extrema complexidade das matrizes, a presenca potencial de
interferentes e a presenca, no mesmo extrato, de aminas biogénicas estruturalmente
muito diferentes (Shalaby, 1996; Fernandes, 2001; Onal, 2007).

Assim, este trabalho teve por objetivos:

1. Otimizar uma metodologia de TLC para separar aminas biogénicas;

2. Validar o método de TLC estabelecido e otimizado para quantificar sete
aminas biogénicas;

3. Aplicar o método na quantificacdo das aminas biogénicas presentes em
cogumelos Pleurotus ostreatus frescos conservados a temperatura ambiente

durante 8 dias.
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Material e Métodos

Neste capitulo apresenta-se a descricdo da amostragem efetuada, bem como, , o
equipamento, os reagentes, a preparacdo das solucbes e os procedimentos usados na

analise de aminas biogénicas em cogumelos.

2.1 OBTENCAO E PREPARACAO DE AMOSTRAS DE
P.OSTREATUS

No sentido de estabelecer o procedimento de extracdo das aminas biogénicas na
matriz em estudo, realizaram-se ensaios analiticos prévios com cogumelos Pleurotus
ostreatus frescos, que foram cortados em pequenos pedacos para um recipiente
devidamente rotulado, e colocados num congelador (-20°C) cerca de 4h; posteriormente
com a amostra de cogumelos ja congelada, procedeu-se a sua liofilizacdo durante 3 dias
para remocao de toda a sua agua. De seguida, com uma picadora, reduziu-se a po.

Nos ensaios definitivos para a identificacdo e quantificacdo das aminas biogénicas
nos cogumelos Pleurotus ostreatus — cujos resultados se apresentam no ponto 3.3 -
utilizaram-se cogumelos frescos adquiridos num supermercado local e procedeu-se ao
seu corte. Imediatamente antes de se sujeitar a toma de amostra a ensaio (extracao,
derivatizacdo e separacdo por TLC), esta era sujeita a maceracdo, 0 que sucedeu no
préprio dia de compra, e apos 4, 6 e 8 dias de exposi¢do ao ar e a temperatura ambiente
(cerca de 18-20°C).

Para o estudo de validagdo do método, utilizou-se sempre a mesma amostra de

cogumelos comerciais.

Figura 4 - Corte dos cogumelos frescos 21



2.2 EQUIPAMENTOS
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Para proceder a este estudo ndo foram precisos equipamentos muito sofisticados,

sendo uma das vantagens deste metodo cromatografico.

Na tabela 7 sdo apresentados os equipamentos usados neste trabalho.

Tabela 7- Equipamento usado neste estudo

Equipamentos Marca Modelo
Vortex Nahita 681
Ultra-sons Elma S 60 H (elmasonic)
Lampada UV Vilber Lourmat VL-6-LC
Estufa Memmet Basic
Maquina fotogréfica Canon Cyber-shot (7,2 MP)

Placas cromatograficas

Macherey - Nagel

Alugram Sil /UV s,

Balanca Adam Equipment AAA/L
Microseringa Hamilton (10pL) SYR 1701 TLC
Centrifuga Heraeus Labofuge 300

2.3 MATERIAL E REAGENTES

Os reagentes adquiridos comercialmente sdo todos de qualidade para andlise.

Neste estudo foram usados 7 padrGes de aminas biogénicas na forma de sais

hidrocldricos: espermina, tiramina, 2- feniletilamina, putrescina, cadaverina, histamina e

a espermidina. Como agente derivatizante usado para tornar as aminas biogénicas

fluorescentes foi usado o cloreto de dansilo (5-dimetilaminonaftaleno-1-sulfonilcloreto).

Todas as aminas biogénicas foram guardadas segundo a indicacdo do fabricante

até ao momento da sua utilizacdo como é apresentado na tabela 8.

Tabela 8- Condicdes 6timas de armazenamento das aminas biogénicas e do agente derivatizante

(a.d.) em estudo

Padréo e a.d. Condicbes de armazenamento
Espermina Frigorifico (5°C)
Cadaverina Temperatura ambiente

2-Feniletilamina Temperatura ambiente
Tiramina Frigorifico (5°C)
Espermidina Congelador (-20°C)
Histamina Frigorifico (5°C)
Putrescina Temperatura ambiente
Cloreto de dansilo (a.d.) Congelador (-20°C)
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A informagdo quimica geral sobre os reagentes usados neste trabalho, bem como, a

marca do fornecedor, estdo apresentadas na tabela 9.

Tabela 9 — Massa molar, grau de pureza e fabricante dos reagentes usados neste estudo

Composto Massa Molar (g/mol) Grau de pureza Fabricante
Espermina 202,34 >99% Fluka
Cadaverina 102,18 >98% Sigma
2-Feniletilamina 121,18 >98% Sigma
Tiramina 137,18 >99% Fluka
Espermidina 145,25 99% Sigma
Histamina 111,15 99% Sigma
Putrescina 161,07 >98% Sigma
Cloreto de dansilo 289,75 95% Sigma
Carbonato de sédio 105,99 99,8% Panreac
Hidroxido de amdnia 35,04 25% Fluka
Acido tricloacético 163,39 99,6% Fisher Scientific
Eter etilico 74,12 99,5% Panreac
Acetato de etilo 88,11 99,8% LabScan
Cloroférmio 119,38 99,9% Fisher Scientific
Trietilamina 101,19 99,5% Panreac
Metanol 32,04 99,9% Panreac

2.4 PREPARACAO DAS SOLUCOES

Todas as solucdes foram preparadas com material de vidro de calibracdo de
qualidade tipo A.

As solucGes usadas neste estudo, bem como, o modo de preparacdo estédo a seguir
descritas:

1) Solugdes padréo individuais de aminas biogéenicas

Foram preparadas solugdes padrdo mée de cada amina biogénica comercial
dissolvendo 0,1000 g de cada amina biogénica em 100,0 mL de acido tricloroacético
(TCA) 5% (solugéo aquosa).
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ii) Solugbes padrao de calibracéo
As solucbes padrdo de calibracdo de aminas biogénicas foram preparadas por
mistura de diferentes volumes retirados das solu¢Ges padrdo mée individuais, para

baldes volumétricos aferidos com TCA a 5%, de acordo com os volumes referidos na

tabela 10.
Tabela 10 - Solugdes padrdo de calibragdo
Solucéo padréo Volume de cada solugdo mae (mL) Volume final (mL)
P1 0,300 50,00
P2 0,500 50,00
P3 0,500 25,00
P4 0,750 25,00
P5 1,000 25,00
P6 1,000 20,00
P7 0,600 10,00
SCQ 0,600 50,00

iii) Solucédo de controlo de qualidade (SCQ)

A solucdo de controlo de qualidade foi preparada por mistura de 0,600 mL de
cada solucdo padrdo mde de aminas biogénicas e aferido o volume final a 50,00 mL
com TCA a 5%.

iv) Solucéo de cloreto de dansilo (10 000 ppm)

A solucdo de derivatizacdo foi preparada dissolvendo 100,0 mg de cloreto de

dansilo em 10,00 mL de acetona.

v) Solucédo de carbonato de sédio (solucdo saturada)
Esta solucdo foi preparada pesando 17,00 g de Na,CO3 para um baldo de 50,00

mL e aferiu-se com agua ultra-pura.

vi) Solucéo de hidroxido de amonia a 25%
Para preparar esta solugdo adicionou-se 25,0 mL de hidroxido de amonia num

baldo de 100,0 mL e aferiu-se com &gua ultra-pura.

vii) Solucéo de &cido tricloroacético a 5 %
Esta solucdo foi preparada dissolvendo 25,00 g de acido concentrado em 500,0

mL de agua ultra-pura.
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2.5 TRATAMENTO DA AMOSTRA

2.5.1 PROCESSO DE EXTRACAO

Geralmente, os métodos analiticos (HPLC e TLC) para a analise de aminas
biogénicas, envolvem 3 passos: remog¢do das aminas biogénicas, purificacdo do extrato
e derivatizacdo. Neste estudo de aplicacdo da cromatografia de camada fina apenas se
procedeu a extracdo e a derivatizacao.

Com base em procedimentos de extracdo pré-existentes (Dadakova et al., 2009),
procedeu-se a algumas alteragdes necessarias ao sucesso da extracdo tendo em conta o
tipo de amostra em estudo. O processo de extracdo criado e seguido foi o seguinte:
adiciona-se 1,5 g de amostra a 5 mL de TCA a 5% num tubo de Falcon, leva-se de
seguida ao vortex (favorecendo, deste modo um melhor contacto da amostra com o
TCA). A amostra é, de seguida, homogeneizada durante 15 minutos no ultrassons,
procedendo-se a sua centrifugacdo a 3000 rpm durante 10 minutos. Apds a solucao
sofrer centrifugacéo e apresentando uma boa separacao dos seus componentes, procede-
se a decantacdo e filtracdo (com papel de filtro corrente) do sobrenadante para um baldo
de afericdo de 25 mL. Este procedimento é repetido mais uma vez usando a mesma
amostra, ou seja, adiciona-se 0s 5 mL de TCA aos mesmos 1,5 g de amostra usada

anteriormente. No fim, o baldo volumétrico é aferido com TCA a 5%.

2.5.2 PROCESSO DE DERIVATIZACAO

Para se proceder a derivatizacdo de amostras e solucBes padrdo o procedimento
usado foi: adiciona-se a um tubo de ensaio 1mL da solucdo a analisar juntamente com
0,2 mL de Na,COg saturada e por fim 1 mL cloreto de dansilo. A mistura é agitada no
vortex e colocada no escuro em banho de ultrassons durante 30 minutos a 40°C. De
seguida, é adicionado a mistura 0,1 mL de hidréxido de amdnia com o objetivo de
precipitar o excesso de cloreto de dansilo, e é deixada a incubar novamente no escuro a
temperatura ambiente durante 30 minutos. Posteriormente, a mistura é centrifugada a
3400 rpm durante 10 minutos. Decorrida a centrifugacdo é extraido o sobrenadante
adicionando 2 mL de éter dietilico (3X) (usando o vortex durante 30 segundos apés
cada adicéo), para um goblé, o qual é colocado na hotte para favorecer a evaporacao do

solvente (procedimento baseado nos trabalhos de Shruti et al., 2010 e Shalaby, 1999).
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O extrato seco € dissolvido em 1,00 mL de acetato de etilo recorrendo, sempre
gue necessario ao ultrasons. Com o uso de uma pipeta de Pasteur de vidro, o extrato é

colocado num vial devidamente etiquetado.

2.6 PROCESSO CROMATOGRAFICO

2.6.1 PREPARACAO DAS PLACAS

Para a realizagdo do TLC foram usadas placas comerciais de aluminio cobertas
com silica gel com aditivo flourescente (Silica gel 60 Fys4, Merck, 20 x 20cm). Estas
devem ser lavadas com metanol (faz-se uma “corrida” usando metanol como eluente) e,
posteriormente, colocadas numa estufa a uma temperatura de cerca de 105°C com o
objetivo de serem ativadas. As placas devem permanecer guardadas num exscicador até
a sua utilizagéo.

2.6.2 APLICACAO DAS AMOSTRAS E DAS SOLUCOES PADRAO

Antes de aplicar a amostra e as solugdes padrdo na placa de TLC é necessario
tracar uma linha de base (de modo “leve” a 2,0 cm da extremidade da placa), marcando-
se sobre a mesma, a lapis, alguns pontos equidistantes. Estes pontos correspondem as
posicOes onde se fara a posterior aplicacdo das amostras e as solugdes padrdo como se
pode ver na figura 5.

Ap0s as amostras e padrdes sofrerem o processo de derivatizacdo, é aplicado 1 pL
de solucdo em cada ponto marcado na linha de base com uma microseringa (figura 5),

tendo o cuidado de obter circunferéncias de pequeno didmetro.

Figura 5- Microseringa e placa de TLC, com pontos marcados a lapis para aplicacdo das
diferentes solucBes
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2.6.3 DESENVOLVIMENTO DAS PLACAS

Apbs a aplicacdo das amostras e padrdes na placa de TLC, esta é colocada
cuidadosamente no interior de uma camara cromatogréafica, onde previamente foi
colocado o solvente com uma altura de cerca 1 cm. A cdmara cromatogréafica tem de
estar numa superficie horizontal, plana e em repouso para evitar ondulagdes na frente do
solvente durante a corrida cromatografica, deve estar devidamente isolada recorrendo-se
para isso a aplicacdo de vaselina nas bordas da tampa. Para garantir a homogeneidade
da atmosfera interna da cdmara cromatografica coloca-se papel de filtro embebido e
imerso no eluente numa das paredes da camara de forma a estar de frente para o lado da
placa de TLC com a fase estacionéria silica gel. Na figura 6 esta a representacdo da
camara no decorrer do desenvolvimento cromatografico na placa de TLC. Deixa-se 0
desenvolvimento prosseguir até que a frente do solvente se tenha deslocado até a
distancia desejada (aproximadamente 1 a 2 cm de distancia do topo), sendo entéo
retirada a placa da cdmara e marcando-se imediatamente a posi¢do da frente do solvente

com um lapis. (Vogel., 1986).

Atmosfera
interna
saturada

> Silica
gel

Placa de
TLC

Papel de filtro

4 Sentido da evaporac¢do do eluente

Figura 6- Representacdo da camara cromatografica no decorrer do desenvolvimento
daplacade TLC

De seguida, as placas de TLC sdo secas numa estufa a uma temperatura de 40°C.
Apos a secagem as placas séo visualizadas com uma lampada UV (365 nm) dentro de
uma caixa escura, de modo a eliminar a influéncia da radiacdo do exterior e permitir

tirar uma fotografia da placa cromatografica, como se pode ver na figura 7, onde se
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representa o sistema usado no laboratorio para a aquisicdo da imagem fotogréafica da

placa de TLC.

Lampada UV

' de TLC

Maquina fotografica

Placa

Figura 7- Sistema utilizado para visualizar e fotografar as placas de TLC
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2.7 ANALISE QUALITATIVA E QUANTITATIVA

A andlise quantitativa de aminas biogenicas faz-se por tratamento da imagem
obtida a partir da fotografia da placa de TLC submetida a luz ultravioleta de 365nm.
(Figura 8).

Figura 8- Fotografia de uma placa de TLC obtida sob a luz UV a 365nm

Este tratamento de imagem ¢ feito através do programa Image J (figura 9), o qual
permite fazer a conversdo da fotografia inicial obtida a cores para a escala cinza (escala
preferencialmente usada neste tipo de estudo) e obter também o densitograma (grafico
em linha onde estdo representados os valores da densidade 6tica medidos numa sec¢édo
definida da imagem). Em anexo a este trabalho, encontra-se uma descricdo deste
procedimento.

File Edit Image Process Analyze Plugins Window Help

I8 Olz|o| | £| 4| A| Ao £ |®o|su| g4 |&] | |»]

Freehand selections

Figura 9- Barra de ferramentas do programa Image J
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Na figura 10 mostra-se um exemplo tipico do tratamento da imagem realizado
com o Image J, na escala dos cinzentos, a partir da fotografia de uma placa de TLC a
365nm.

Figura 10- Imagem obtida na escala dos cinzentos apds tratamento no Image J

Na figura 11 mostra-se um exemplo de um gréafico densitograma para uma sec¢ao

selecionada na placa de TLC, onde a letra “i” assinala o ponto onde se colocou a

solucdo a analisar (linha de base).

foto ugada JPG (green), Uncalibrated

Eluentel

Figura 11- Densitograma obtido para uma secc¢ao selecionada na placa de TLC
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Apresentacdo e Discussao dos Resultados

Neste capitulo sdo apresentados e discutidos todos os resultados obtidos neste
trabalho. E apresentado o estudo da selecdo do eluente para obter a melhor separacio
entre as aminas biogénicas analisadas, bem como a sua identificacdo através das
manchas nas placas de TLC.

Da anélise quantitativa apresentam-se os resultados das calibrac6es efetuados por
TLC para cada amina biogénica, os respetivos limites de detecdo e quantificacdo, o
estudo da precisdo e exatiddo com as SCQ, a ainda o estudo da presenca e quantificacdo

de aminas biogénicas nos cogumelos estudados, em fresco.

3.1 SELECAO DO ELUENTE E IDENTIFICACAO DAS AMINAS
BIOGENICAS

Nesta fase do trabalho selecionaram-se trés eluentes com o objetivo de verificar
qual a mistura que permite melhorar a resolucdo cromatografica entre as aminas
biogénicas. Na tabela 11 apresentam-se 0s 3 eluentes testados para a separagdo
unidimensional usando solugdes padrdo individuais de 5 AB (cadaverina, espermina,
espermidina, histamina, tiamina), as disponiveis nesta primeira fase do estudo. No
terceiro eluente testou-se uma proporcdo de mistura dos solventes diferente da definida
no trabalho de referéncia e substituiu-se a substdncia cancerigena, o benzeno, por

tolueno que apresenta propriedades semelhantes.

Tabela 11- Eluentes testados no estudo
Eluentes Proporcéo (mL) Referéncias

Lapa-Guimarées e
Pickova, 2004;
Latorre-Moratalla et al,
2009

3 - Cloroférmio: tolueno : trietilamina 30:15:5 Shalaby, 1999

1 - Cloroformio: éter dietilico : trietilamina 40:10:10

2 - Cloroférmio: éter dietilico : trietilamina 30: 20: 5

Na figura 12 mostram-se as imagens, na escala de cinzento, das separacGes de 5
aminas biogénicas colocadas na placa de TLC para os 3 eluentes testados. Visualmente
verifica-se que a separacao € aceitdvel em cada eluente, mas para selecionar o melhor
resultado foram tidas em conta varias condigoes:

v" Se a aplicacdo de solugdes padrdo de mistura das 5 aminas biogénicas em 13

pontos na placa de TLC permitia uma boa separacdo. Na figura 13 mostra-se,
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como exemplo do obtido, o densitograma para 0 composto cadaverina para cada
eluente testado.

Se para cada solugdo padrdo mistura analisadas na placa de TLC as aminas
biogénicas estdo bem separadas entre si. Na figura 14 apresenta-se 0
densitograma de uma solugdo padrdo mistura de 5 aminas biogénicas obtido para

cada eluente testado.
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Eluente 1

—> Tiramina
—> Espermina
—> Histamina

—> Espermidina
— Cadaverina

Eluente 2

Tiramina

Espermina
Histamina

Espermidina
Cadaverina

Eluente 3

—> Tiramina

— Espermina

' —> Histamina
~—> Espermidina
_|—> Cadaverira

Figura 12- Fotografia, na escala de cinzentos, da separacao de 5 AB por TLC com os 3 eluentes
testados
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foto usada.JPG (green); Uncalibrated

Eluentel

foto usada.JPG (green), Uncalibrated

Eluente 2

foto usada. PG (green), Uncalibrated

Eluente3

.

Figura 13- Densitograma para o padrdo cadaverina para os 3 eluentes testados
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Os densitogramas apresentados na figura 13 foram obtidos selecionando uma secc¢éo
horizontal na placa de TLC, estes mostram 13 picos referentes as manchas do padrao
cadaverina presente na solucdo padrdo de mistura que foi aplicada em 13 pontos em
sequéncia (distancia dos 2 cm) na placa de TLC.

Analisando os densitogramas apresentados na figura 13 € visivel a auséncia de 2 das
adicdes do padrdo mistura no eluente 1 — o que, possivelmente, dever-se-a4 a um erro na
colocacdo da solucdo na placa de TLC - razdo pela qual apenas se verificam 11 picos. O
mesmo se constata no eluente 2, em que uma adi¢do nédo subiu, apresentando este 12
picos.

Globalmente os densitogramas mostram, para o padrdo cadaverina, de 13 picos
com uma boa separacdo. Atendendo a esta boa separacdo entre os picos foi testado um
maior nimero de pontos de adi¢do na placa de TLC, tendo-se otimizado a aplicagdo
para 19 pontos como se pode ver mais a frente neste estudo.

Todavia, em termos de eficacia de separacdo, 0s 3 eluentes parecem ser muito
semelhantes.

Os densitogramas apresentados na figura 14 foram obtidos selecionando uma
seccdo vertical na placa de TLC referentes a separacdo de uma das solucbes padréo
mistura com os 5 padrdes em estudo. Através destes, € possivel constatar que dos 3
eluentes testados, o que apresenta menos sobreposicao dos picos é o eluente 1.

No caso do eluente 2 é visivel uma grande sobreposicdo dos picos das aminas
biogénicas cadaverina, espermidina e histamina. No eluente 3, observa-se uma elevada
sobreposicdo entre 0s picos das aminas biogénicas histamina e espermina. O primeiro

I3
1

pico (assinalado com “1”) corresponde a colocagdo da solugdo padrdo mistura na linha
de base do TLC.

E de notar que o segundo pico, assinalado com “CD 1” (composto desconhecido)
¢ uma contaminacdo que aparece ao longo de todo o trabalho experimental, que tem

origem na composicao dos proprios padrGes comerciais de aminas biogénicas usados.
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foto usada.JPG (green); Uncalibrated
Eluentel
4
2
> c.D1
1
3
C.D3*
foto usada.JPG (green); Uncalibrated
Eluente2
5
4 2 1
C.D1
3
C.D3
4
Eluente3
3
C.D1
2
5
1
C.D2
C.D3

CD* - Composto Desconhecido
Figura 14- Densitograma para os 5 padrdes para os 3 eluentes testados

5-Tiramina

4- Espermina
3 -Histamina

2 -Espermidina
1-Cadaverina

i- Inicio

5- Tiramina

4 - Espermina
3 - Histamina
2- Espermidina
1- Cadaverina
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5- Tiramina
4- Espermina
3- Histamina

2- Espermidina

1- Cadaverina
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Na Tabela 12 mostram-se os fatores de retencdo das 5 aminas biogenicas
calculados para cada eluente testado, com o propdsito de verificar o quao diferentes séo

0s picos obtidos para os 3 eluentes.

Tabela 12- Fatores de retencdo dos 3 eluentes testados

Fator de retencdo (Fr)
Eluente 1 Eluente 2 Eluente 3

CD1 0,22 0,18 0,14
Cadaverina 0,34 0,26 0,19
Espermidina 0,38 0,31 0,24
Histamina 0,45 0,38 0,31
Espermina 0,51 0,41 0,34
CD2 - - 0,41
Tiramina 0,56 0,48 0,43
CD3 0,61 0,62 0,49

CD- composto desconhecido

Comparando os fatores de retencdo dos eluentes testados, podemos afirmar que
estes mostram que o eluente 1 é o preferencial, pois é o0 que apresenta valores mais
distanciados entre 0os compostos quando comparados com 0s restantes eluentes, o que

faz com que haja uma separacdo mais definida das aminas biogénicas na placa.

3.1.1 SEPARACAO DAS 7 AMINAS BIOGENICAS POR TLC

Com a posterior aquisicdo de mais 2 aminas biogénicas padrdo (putrescina e 2-
feniletilamina), procedeu-se a obtencédo de placas de TLC com a aplicacdo das 7 aminas
biogénicas padrdo na mesma placa, e a determinacdo dos respetivos Fr individuais,
usando o eluente selecionado. A figura 15 exibe uma placa de TLC obtida nestas
condigdes, localizando-se nela as 7 aminas biogénicas usadas neste estudo.

Analisando a figura 15 pode afirmar-se que é visivel a presenca de uma contaminagao
(CD 1 com Fr = 0,22) em todos os padrfes individuais. No caso da histamina é visivel
uma contaminacdo de uma outra amina biogénica, a cadaverina, com Fr = 0,34. O
mesmo se passa no caso da espermina sendo visivel uma contaminacdo pela amina
biogénica espermidina (Fr=0,38) e, por sua vez, esta também aparece contaminada pela
putrescina (Fr=0,24). Estas contamina¢Oes podem dever-se: a um armazenamento dos

padrdes de forma inapropriada, ou as respetivas embalagens estarem abertas ha muito
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tempo sendo alvo de deterioracédo, ou ainda, ao seu grau de pureza ndo corresponder ao
que consta no respetivo rotulo.

Na tabela 13 mostram-se os valores de Fr obtidos para as 7 aminas biogénicas.

Tiramina Feniletilamina

" . . Espermina

Histamina > =

. . Espermidina

Cadaverina . .

Putrescina

*r s
D (D1

Figura 15- Identificacdo dos 7 padrfes em estudo numa placa de TLC. Cada solucéo padréo
individual esta colocada em duplicado, em dois pontos sucessivos.

Tabela 13 - Valores do fator de retencdo médios das 7 aminas biogénicas usando o eluente escolhido

Composto Fator de retencéo
Putrescina 0,24
Cadaverina 0,34
Espermidina 0,38
Histamina 0,45
Espermina 0,51
Tiramina 0,56
2-Feniletilamina 0,63

Analisando a tabela 13 pode verificar-se que a amina biogénica que apresenta o

fator de retencdo mais baixo € a putrescina, seguida da cadaverina, espermidina,
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histamina, espermina, tiramina, 2-feniletilamina. Constata-se também que os valores
dos fatores de retencdo anteriormente calculados para as 5 aminas biogénicas se mantém
semelhantes. Em relacdo aos fatores de retencdo dos dois novos padrdes conclui-se que
estes sdo muito distantes em relacdo aos j& existentes, deste modo ndo se verifica a

sobreposi¢cdo com 0s mesmos.

3.2 ANALISE QUANTITATIVA

Com a identificacdo da posicdo de cada amina biogénica individual na placa de
TLC usando o eluente 1 e com os respetivos fatores de retencédo definidos, prepararam-
se varias solucdes padrao de mistura com diferentes concentracdes com o objetivo de se
proceder a anélise quantitativa.

Na figura 16 mostra-se uma fotografia de uma placa cromatogréfica obtida no
estudo da calibracdo, efetuando a analise simultanea das 7 aminas biogénicas (ver no
capitulo 2 o modo de preparacdo). Na placa de TLC foi aplicado 1 pL de cada solu¢édo
padrdo de mistura de calibragdo (P1 a P7), em duplicado, e 1 uL de solugéo de controlo

de qualidade (repetida 5 vezes).
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3.2.1 MISTURA DE PADROES

I 2 I 7 T T T

Figura 16- Fotografia, escala de cinzento, das solugdes padrdo de mistura usadas

As concentracdes da solucdo mae das respetivas 7 solucdes padrdo de mistura em

estudo séo apresentadas na tabela 14.

Tabela 14- Concentracdo de cada amina biogénica (mg/L) na solu¢do méae, nas solucbes padrao de
mistura de calibra¢do (P1 a P7) e na SCQ.

COMPOSTO SOquéO P1 P2 P3 P4 P5 P6 P7 SCQ
mae

Putrescina 1003,00 | 6,02 |10,03| 20,06 | 30,09 |40,12| 50,15 | 60,18 | 12,04
Cadaverina 991,09 | 595 (9,91 [19,82| 29,73 39,64 | 49,55 [ 59,47 | 11,89
Espermidina 984,31 | 591 | 9,84 19,69 | 29,53 [39,37] 49,22 | 59,06 | 11,81
Histamina 974,76 | 585 | 9,75 (19,50 | 29,24 (38,99 | 48,74 | 58,49 | 11,70
Espermina 961,54 | 577 | 9,62 19,23 | 28,85 |38,46| 48,08 | 57,69 | 11,54
Tiramina 959,05 | 575 | 9,59 19,18 | 28,77 38,36 | 47,95 [ 57,54 | 11,51

2- Feniletilamina | 875,47 | 5,25 | 8,75 | 17,51 | 26,26 | 35,02 | 43,77 | 52,53 | 10,51

Como se pode concluir analisando a tabela 14, as concentragdes da solugdo mae

para as 7 aminas biogénicas em estudo sdo muito proximas, exceto no caso da 2-
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feniletilamina, pelo facto de esta apresentar uma mancha de grande diametro quando
usada na mesma concentracdo que as restantes. Por este motivo teve-se que diminuir a
sua concentragéo.

A concentragdo das aminas biogénicas vai aumentando ao longo das adi¢es feitas
na placa de TLC ou seja, de P1 a P7 h&a uma crescente intensidade de “cor cinzento
claro” da mancha num fundo preto, o que significa um aumento de concentracdo do
composto.

Na figura 17 esta o exemplo de um densitograma obtido para a analise do padréo
P3, no qual sdo obtidas as areas pretendidas para as 7 aminas biogénicas.

DSCO7263.PGC (greeny; Uncalibrated

7-Feniletilamina
6- Tiramina
7 5- Espermina

4- Histamina
3- Espermidina
6

2- Cadaverina

5 3 C.D 1- Putrescina

i- Inicio

Figura 17- Densitograma tipico da separagdo das 7 aminas biogénicas usando o Image J (solugdo
padréo P3)

Na figura 18 apresenta-se um exemplo de um densitograma referente a adicdo de 19
pontos. Este € obtido através da andlise da intensidade nas manchas pertencentes a uma
seccdo horizontal selecionada na placa de TLC como se pode ver na barra
correspondente a putrescina.

Analisando o densitograma da figura 18 constata-se de forma clara a separacédo de
19 manchas traduzidas pelo picos a associados aos 19 pontos de colocagéo de solugdes
para analisar por TLC. Com este resultado pode afirmar-se que mesmo usando um
maior nimero de pontos na placa de TLC em relagcdo ao nimero anteriormente usado
neste trabalho (13), estes continuam a ter uma excelente resolucdo (separagdo entre
picos).

A partir do densitograma obteve-se a area de cada pico que, relacionando com a

concentracdo do composto na solugéo padrdo, permitiu fazer a calibragdo. Na figura 19
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é dado um exemplo da calibracdo obtida para a amina biogénica putrescina. O grafico
mostra que ha uma relacdo linear direta entre as areas obtidas dos picos dos
densitogramas e as respetivas concentracdes de cada composto nas solucbes padréo de
mistura de calibracéo associada ao respetivo pico. O coeficiente de correlacdo, R= 0,995
mostra que o0 modelo linear é obtido com pontos muito préximos da reta ajustada.

DSCO7147.JPG (green); Uncalibrated

Figura 18- Densitograma obtido para a seccao selecionada na placa de TLC referente ao composto
putrescina

No tratamento dos dados foram estabelecidas relacGes lineares entre as areas dos
picos do densitograma e as massas do conjunto em questdo. Em geral, verificou-se que
os resultados do padrdo 7 ndo seguiam a tendéncia linear dos restantes padrbes - por

possivel saturacdo do sinal - pelo que, ndo foram considerados na regressao linear.
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Figura 19- Reta de calibracdo obtida para a putrescina

Os parametros da regressao linear obtidos para a calibragdo de cada amina

biogénica (intervalo dinamico, declive, ordenada na origem e coeficiente de correlacéo)

sdo apresentados na tabela 15. Nos intervalos dindmicos considerados neste estudo

verificou-se serem os corretos pois foi possivel obter relacdes lineares entre os sinais e

todas as concentracgdes das solucdes padréo de calibracao.

Em geral, os declives sdo proximos entre si para as aminas biogénicas

(aproximadamente igual a 2x10°), exceto no composto 2- feniletilamina, com uma

elevada sensibilidade, na ordem dos 4,5x10°, relativamente aos outros.

De um modo geral, os coeficientes de correlacdo (R) obtidos para a maioria das

aminas biogénicas foi superior a 0,99, exceto na calibracdo da 2-fenileilamina cujo R =

0,977.

Tabela 15- Retas de calibra¢io de cada AB ensaiada

Composto Gama de concentracdo Do Ordehada na | Coeficiente de

(ng/1uL) origem correlacdo, R
Putrescina 6,02-50,15 184162,00 473236,90 0,995
Cadaverina 5,96-49,55 201054,80 439357,10 0,993
Espermidina 5,91-49,22 185849,10 387814,70 0,997
Histamina 5,85-48,74 194362,40 728655,90 0,996
Espermina 5,77-48,08 224190,70 475076,20 0,996
Tiramina 5,75-47,95 270825,60 425290,00 0,998
2-Feniletilamina 5,25-43,77 453306,50 266262,60 0,977
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No estudo da calibragcdo pretendeu-se também verificar os limites de detecdo e
quantificacdo associados a analise das aminas biogénicas por TLC.

Os valores obtidos dos limites de detecdo e quantificacdo para cada uma das
aminas biogénicas através das calibracbes efetuadas em placas de TLC encontram-se
registados na tabela 16.

Os limites de detecdo situaram-se entre 2,6 mg/L (tiramina) e 5,8mg/L (2-
feniletilamina), enquanto que os limites de quantificacdo se situam entre 7,9 mg/L

(tiramina) e 17,6 mg/L (2-feniletilamina).

Tabela 16- Limites de detecdo e quantificacdo no estudo do desempenho do método estabelecido
para andlise de AB por TLC

Composto Limite de detecéo (mg/L) Limite de quantificacio (mg/L)
Putrescina 3.8 11,5
Cadaverina 4,2 12,6
Espermidina 3,4 10,4
Histamina 3,5 10,7
Espermina 3,5 10,5
Tiramina 2,6 7,9
2-Feniletilamina 58 17,6

Pode verificar-se que a amina biogénica que apresenta o maior valor do LD é 2-
feniletilamina, seguindo-se a cadaverina, putrescina, espermina e histamina (igual
valor), espermidina e tiramina.

Em relacdo ao LQ, a ordem é muito semelhante, a 2-feniletilamina € igualmente a que
apresenta o valor mais elevado seguindo-se cadaverina, putrescina, histamina,
espermina, espermidina e, por ultimo a tiramina.

Na tabela 17 sdo mostrados os resultados do célculo do erro relativo percentual
(Er%) e do desvio padrdo relativo percentual (Sr%) para uma SCQ analisada no mesmo
dia por 3 vezes. Como 0s niveis de concentracdo de aminas biogénicas que se analisam
por TLC s&o niveis vestigiais o critério de aceitacdo € 0 SR% e ER% serem inferiores a
20%.

Os resultados obtidos neste estudo séo visivelmente maiores quando comparados
com outros métodos alternativos, nomeadamente por HPLC, onde se obtém resultados

mais baixos para as aminas biogénicas usadas neste estudo. Num estudo feito usando
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HPLC foram obtidos valores de LD inferiores a 0,17 mg/L e valores de LQ inferiores a

0,5mg/kg respetivamente (Sanchez e Capillas, 2012).

Tabela 17 - Exatiddo e precisdo obtidos com uma SCQ no estudo do desempenho do método de
estabelecido para analise de AB por TLC

Composto C. esperada (mg/L) Er% Sro%o
Putrescina 12,0 4,6 3,0
Cadaverina 11,9 3,8 4,9
Espermidina 11,8 7,4 15,6
Histamina 11,7 10,2 11,9
Espermina 11,5 0,2 7,7
Tiramina 11,5 0,2 12,3
2-Feniletilamina 10,5 17,0 9,5

Através dos dados apresentados na tabela 17 pudemos afirmar que a percentagem de
erro obtida é aceitavel, pois os valores de SR% e ER% s&o inferiores ou iguais a 17% e
16%, respetivamente. A amina biogénica espermidina apresenta o maior valor de SR%
obtido (15,6%), no caso do erro relativo percentual o valor mais elevado foi obtido para

a amina biogénica 2- feniletilamina (17%).

Globalmente, os resultados do estudo de validagdo do método estabelecido neste
trabalho para analise de aminas biogénicas por TLC mostram que:
e 0 método € aceitavel, pois os valores de Er% e SR% apresentam-se inferiores a
20%.
e a SCQ usada tem os niveis de concentracdo definidos pelo limite de
quantificacdo, pelo que, se considera que otimizando o processo de aquisicdo de

imagem da placa de TLC se conseguira ainda melhores resultados.
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3.3 DETERMINACAO DE AMINAS BIOGENICAS EM
PLEUROTUS OSTREATUS EM FRESCO

Os ensaios com cogumelos Pleurotus ostreatus frescos foram estabelecidos de
forma a seguir a sua deterioracdo no tempo. A primeira analise corresponde ao dia em
que se adquiriu os cogumelos (apds laminacao), logo apos a abertura da embalagem, e
0s restantes apos 4, 6, 8 dias de exposic¢do dos cogumelos a temperatura ambiente.

Com este estudo pretendeu-se verificar quais as aminas biogénicas existentes
nesta espécie de cogumelos de cultivo e se é possivel identificar uma ou varias aminas

biogénicas ou outros compostos que permitam estabelecer, pelo seu nivel de

concentragéo, o grau de deterioracao.

Linha de base

Figura 20- Placa representativa das aminas biogénicas encontradas em cogumelos P.ostreatus em

fresco; T- tiramina, E- espermina, C-cadaverina
Na figura 20 é mostrada a fotografia da placa de TLC onde se aplicaram o0s
extratos dos cogumelos derivatizados. Os trés primeiros pontos aplicados (a esquerda)
sdo de solugdes padréo de calibracao (P3, P5 e P7) e os restantes pontos correspondem a
colocagdes dos extratos dos cogumelos obtidos para os dias 0, 4, 6 e 8 de exposicdo dos
cogumelos ao ambiente, em triplicado. A placa de TLC mostra que os padrdes P3, P5 e

P7 tém o perfil de desenvolvimento esperado.
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O desenvolvimento dos extratos na placa de TLC mostram a presenca de 4
manchas, das quais se pode identificar a amina biogénica espermidina. Esta amina
biogénica j& tinha sido anteriormente identificada em cogumelos cultivados (Kalac et al,
2009). Das 3 manchas desconhecidas uma delas surgiu como predominante nos extratos
(CD 2) deste cogumelo; o sinal de outra substancia foi-se atenuando ao longo do tempo
(CD 3). Outro resultado relevante foi o facto da espermidina se manter praticamente
constante ao longo dos 8 dias de exposicdo. No sexto dia detetou-se a presenca de
outras 3 aminas biogénicas diferentes (T, E e C), que foram identificadas como sendo,
possivelmente, a tiramina, a espermina e a cadaverina.

Em suma, neste trabalho preliminar verificou-se que ha dois compostos
desconhecidos (CD 1 e CD 2) que se suspeita serem aminas biogénicas que, ap0s a sua
identificacdo, poderdo ser usadas como indicadores do estado higiénico desta espécie de
cogumelo (principalmente, o CD 2).

A analise da placa de TLC revela a presenca de impurezas nos compostos
adquiridos comercialmente, cuja presenca pode estar ligada ao facto de a percentagem
que consta nos rotulos nao corresponder a realidade ou & possibilidade de os padrdes
estarem alterados por deficientes condigdes de armazenamento (como referido

anteriormente).
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QUANTIFICACAO DAS AMINAS BIOGENICAS EM COGUMELOS P.

Sé foi possivel proceder a quantificacdo de um dos 4 compostos encontrados,

identificado como sendo a espermidina.

Na tabela 18 sdo apresentadas as areas dos picos dos compostos presentes no

densitograma ao longo dos 8 dias de estudo e, 0s seus respetivos fatores de retencéo.

Tabela 18- Areas dos compostos detetados e respetivos tempos de retengio

DIAS
0 4 6 8 F. retencéo

CD1 890149 1304489 1701839 2306887 0,13

CD2 2648227 9956534 13977437 14186632 0,20
Putrescina n.d n.d n.d n.d 0,24*
Cadaverina n.d n.d d nd 0,34*

Espermidina 3078796 3211901 2031365 n.d 0,41
Histamina n.d n.d n.d nd 0,45*
Espermina n.d n.d d n.d 0,51*
Tiramina nd n.d d n.d 0,56*
2- Feniletilamina nd n.d n.d n.d 0,63*

CD3 3630055 5126608 2520389 2436129 0,73

CD- Composto Desconhecido; n.d- ndo detetado; * Fator de retencéo esperado; d-detetado

Verificou-se que dos trés compostos desconhecidos, um deles (CD 1) mostra uma
tendéncia crescente dos niveis de concentracdo em relacdo ao tempo de exposi¢cdo dos
cogumelos ao ambiente como se pode ver na figura 21.

Podemos ver também através da figura 21 que o CD 3 mostra uma tendéncia
decrescente em termos de intensidade; isto pode dever-se ao facto de se ir degradando

ao longo do tempo.
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Figura 21- Evolugdo das &reas relativas das possiveis AB presentes nos extratos de P. ostreatus ao
longo dos 8 dias de conservagdo a temperatura ambiente.

Em relacdo a Unica amina biogénica que foi possivel identificar, apresenta-se na
tabela 19 os niveis de concentracdo obtidos usando a reta de calibragdo. Os resultados
mostram que a concentracdo de espermidina vai decrescendo ao longo dos dias de
exposicdo dos cogumelos ao ambiente: variou entre 0,034 e 0,072 mg/L de cogumelo

fresco.

Tabela 19- Concentracdo apresentada pela espermidina ao longo dos 8 dias de estudo

Concentracdo (mg/L)
Dia 0 0,072
Dia 4 0,076
Dia 6 0,054
Dia 8 0,034

A bibliografia existente sobre aminas biogénicas em cogumelos € reduzida,
mostrando a real necessidade de se fazer mais estudos com este produto alimentar.

Os poucos estudos realizados mostram que, em geral, as aminas biogénicas
encontradas em cogumelos foram tiramina, feniletilamina, triptamina, putrescina,
espermina, espermidina e cadaverina.

Dentro do género Pleurotus, nomeadamente o Pleurotus eryngii foram
encontradas as aminas biogenicas espermidina, cadaverina, e agmatina (Nishimura et
al., 2006). A identificagdo, no presente estudo, da espermidina vem ao encontro dos
resultados do Unico estudo encontrado sobre Pleurotus ostreatus, onde se identificaram

as aminas biogenicas espermidina, putrescina e espermina (Kala¢ et al., 2009).
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Estudos com outros cogumelos mostram a presenca de varias aminas biogenicas:

- em cogumelos frescos do genero Boletus badius foram encontradas as aminas
biogénicas, cadaverina e putrescina (Kalac™et al., 1997),

- em cogumelos frescos dos géneros Boletus chrysentereon e Boletus variegatus
foi verificada a presenca da amina biogénica putrescina (Kalac“et al., 1997),

- elevados niveis de feniletilamina foram encontradas em algumas espécies de
cogumelos (Santos, 1996),

- em cogumelos comerciais de conserva foram encontradas as aminas biogénicas
putrescina, tiramina, e 2-feniletilamina (Shalaby,1996).

A amina biogénica histamina ndo foi referida em qualquer trabalho sobre
cogumelos.

Neste trabalho, exceto a espermidina, as aminas biogénicas cadaverina, espermina
e tiramina s6 ap6s uma longa exposicdo dos cogumelos a temperatura ambiente (6° dia)

é que foram detetadas.

51



Capitulo 4

CONCLUSOES




Neste trabalho estabeleceu-se uma nova metodologia para a separacao,
identificacdo e quantificagdo de 7 aminas biogénicas em matrizes alimentares: tiramina,
espermina, espermidina, putrescina, cadaverina, histamina e 2-feniletilamina.

Foi utilizada a técnica de TLC por ser uma técnica rapida, simples, versatil,
econdémica, que ndo exige ser realizada por técnicos treinados e especializados e nédo
requer grande volume de amostras (pequenas quantidades de amostra sdo suficientes
para analise).

A revelacdo das placas era feita sob luz UV (365 nm) e a respetiva fotografia era
sujeita a um programa de tratamento de imagem, o que permitiu uma adequada
exploracdo dos resultados.

O eluente selecionado usado no trabalho foi uma mistura cloroférmio: éter
dietilico: trietilamina (40:10:10), por ser, de entre as misturas testadas, a que permitiu
uma melhor separacdo entre as aminas biogénicas padrdo. Os niveis de concentracdo
das aminas biogénicas ensaiados nas placas de TLC foram da ordem dos ng/1pL, por
isso, esteve-se a trabalhar com niveis vestigiais, como aqueles que sdo expectaveis nos
géneros alimenticios.

Estabeleceu-se uma nova metodologia de extracdo de aminas biogénicas para
cogumelos e de derivatizacdo destas a partir da conjugacdo de trabalhos ja existentes.
Na validacdo do método quantitativo das aminas biogénicas por TLC estudou-se o
respetivo intervalo dindmico a sensibilidade, o limite de detecdo, o limite de
quantificacdo, a precisdo, e a exatiddo, tendo-se constatado que o método analitico
desenvolvido teve resultados de desempenho aceitdveis para a andlise de aminas
biogeénicas.

No estudo da amostra de cogumelos de cultivo Pleurotus ostreatus frescos foram
encontrados 4 compostos, dos quais 1 foi identificado de forma inequivoca como sendo
uma amina biogénica, a espermidina. Em relacdo aos trés restantes compostos

desconhecidos, suspeita tratar-se de aminas biogénicas.
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Anexo

Os passos efetuados no programa Image J para a conversdo da fotografia sao os

seguintes:

i)

i)

i)

vi)

no separador FILE, selecionar a opg¢ao “Open” permitindo ir buscar a
imagem que se pretende tratar;

no separador IMAGE selecionar a opgdo “color” seguida de “split
channels”, que permite ter 3 novas imagens em escala cinza (uma muito
escura ,outra intermédia e outra muito clara) selecionando-se a imagem
intermédia por permitir uma melhor visualizagdo das manchas;

escolhida a melhor imagem, faz-se uma corre¢do do “background” a
imagem obtida. Neste estudo efetuou-se a corre¢do “background” ao
nivel 70, visto apresentar mais sensibilidade e reduzir bastante o ruido
nos picos do densitograma;

para se obter o densitograma seleciona-se a forma “Retangular” (ver
opcao selecionada na figura 9), que permite definir a sec¢do da imagem a
tratar;

para retirar a densidade Otica da sec¢do onde estdo as manchas clicamos
em CTRL 1 e CTRL 3, obtendo deste modo os densitogramas com 0s
respetivos picos;

por fim, selecionamos a opgdo “Wand” para desenhar a base de cada pico
e de imediato aparece uma folha com RESULTS, onde constam 0s

valores das areas pretendidas.
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