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Resumo

O crescente numero de casos de intoxicagdes alimentares, motivadas pela presenca
de aminas biogénicas (ABs), tem originado uma crescente preocupac¢do a nivel da
seguranca alimentar. Neste contexto, este trabalho teve como principal objetivo a
determinagdo quantitativa e qualitativa de ABs (triptamina, cadaverina, putrescina,
espermina, histamina, tiramina e espermidina) presentes em diferentes amostras de
tunideos, através da microextragdo assistida por ultrassons (USAMET), seguida da
derivatizacdo com cloreto de dansilo (DnsCl) e da analise por cromatografia liquida de
ultra pressdo, com dete¢do por fluorescéncia (UHPLC-FLR), usando um gradiente
trifasico (acido fosforico (0,1%): metanol (100%): acetonitrilo (100%)), com um fluxo de

200 pL/min.

Para a otimizacdo do processo extrativo testaram-se diferentes condi¢Ges
experimentais, nomeadamente, o tempo de agitacdo por ultrassons (US), (1, 5, 10min)
e a natureza do solvente extrator (acetonitrilo e metanol). Similarmente foram testados
diferentes parametros analiticos, com influéncia no processo de derivatizagdo com
DnsCl, incluindo a concentragdo do DnsCl (1, 2, 3 g/L), o tempo de derivatizagdo sem
agitacdo e com agitacdo por US (10 e 20 min) e ainda a temperatura de derivatizacdo

(temperatura ambiente, 40, 60 °C).

A validagdo da performance do método analitico foi realizada pela determinagao
da seletividade, linearidade, limite de detecdo (LOD), limite de quantificacdo (LOQ),

precisdo e ainda efeito de matriz (EM).

Relativamente a linearidade obtiveram-se valores do coeficiente de correlacado
(R?) superiores a 0,9809. Os resultados da percentagem de recuperacdo foram
satisfatérios variando entre 76-106%. O LOD variou de 0,98 mg/kg (putrescina) a 8,57
mg/kg (tiramina), enquanto o LOQ variou de 3,20 mg/kg (putrescina) a 25,64 mg/kg
(tiramina). Os resultados revelaram uma precisdao elevada com valores de precisdo
intradia, a variarem entre 5,24-11,64%, e de precisdo interdia a oscilarem entre 8,21-

14,20%. Relativamente ao EM, verifica-se que tem uma influéncia significativa no
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processo extrativo, de acordo com os valores obtidos (2% para a espermina; 50% para a

tiramina), para algumas das ABs em estudo.

A aplicacdo da metodologia validada a diferentes amostras de atum (posta de
atum fresca, bife de atum congelado, paté de atum, atum em conserva de azeite, atum
conservado em 6leo e atum em conserva ao natural) revelou a auséncia da maioria das
ABs em estudo e niveis de histamina abaixo do limite maximo de 500 mg/kg estipulado

pela Food and Drugs Administration (FDA).

Palavras-chave: Aminas biogénicas, Thunnus Obesus, USAMET, Cloreto de Dansilo,

UHPLC-FLR; Validagao.
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Abstract

The increasing number of cases that induce food poisoning due to the presence
of biogenic amines (ABs) in food has given rise to a growing concern about food safety.
In this context, the main objective of this work was the quantitative and qualitative
determination of ABs (tryptamine, cadaverine, putrescine, spermine, histamine,
tyramine and spermidine) present in different tuna samples through ultrasound-assisted
microextraction (USAMET), followed by derivatization with dansyl chloride (DnsCl) and
analysis by ultra-higth performance liquid chromatography with fluorescence detection
(UHPLC-FLR) using a three-phase gradient (phosphoric acid (0.1%): methanol
(100%):acetonitrile (100%)) and a flow rate of 200 puL/min.

For the optimization of the extraction process, different experimental conditions
were tested, namely ultrasonic agitation time (1, 5, 10 min) and the nature of the
extracting solvent (acetonitrile and methanol). Similarly, different analytical parameters
influencing the DnsCl derivatization process were optimized, including the
concentration of DnsCl (1, 2, 3 g/L), derivatization time without stirring and ultrasonic

agitation (10, 20 min) and derivatizing temperature (ambient temperature, 40, 60 °C).

For the validation of the analytical method, the evaluation of parameters like
selectivity, linearity, limit of detention (LOD), limit of quantification (LOQ), precision and

matrix effect (ME) were taken into account.

Regarding to the correlation coefficients (R?) the obtained values were above
0.9809, suggesting a good linearity between the analytes concentration and FLR signal.
The results of the recovery were satisfactory ranging from 76-106%. The LOD ranged
from 0.98 mg/kg (putrescine) to 8.57 mg/kg (tyramine), while LOQ ranged from 3.20
mg/kg (putrescine) to 25.64 mg/kg (tyramine). The results showed a good precision with
intraday precision values varying between 5.24 to 11.64% and of interday precision
between 8.21 to 14.20%. Regarding to matrix, a significant influence on the extractive
process was shown, according to the values obtained for ME for some of the ABs under

study (i.e. 2% for spermine, 50% for tyramine).
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The application of the validated methodology to different tuna samples (fresh
tuna steak, frozen tuna steak, tuna pate, canned tuna of oil, preserved tuna in oil and
canned tuna in the wild) revealed the absence of most ABs in study and Histamine levels

below the maximum limit of 500 mg/kg stipulated by the Food and Drugs Administration
(FDA).

Keywords: Biogenic amines, Thunnus Obesus, USAMET, Dansyl Chloride, UHPLC-FLR;

Validation.
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ABs Aminas Biogénicas
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A
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Cad Cadaverina
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DAO Diaminoxidases
P DnsCl Cloreto de dansilo

17



EFSA Autoridade Europeia de Seguranga Alimentar

EM Efeito de matriz

FDA Food and Drug Administration

FLR Detetor de fluorescéncia

GC Cromatografia em fase gasosa

His Histamina

HPLC Cromatografia em fase liquida de alta eficiéncia
IC Cromatografia de permuta idnica
Q indice de qualidade

LLE Extracado liquido-liquido

LOD Limite de detec¢ao

LOQ Limite de quantificacao

MAO Monoaminoxidases

MeOH Metanol

OPA Orto-ftaldeido

PDA Detetor de conjunto de fotodiodos
Pl Padrdo interno

PSA Amina primaria secundaria

Put Putrescina

QSM Sistema de bombas quaternario

QuEChERS Rapida, facil, barato, efetivo, robusto e seguro.

Qlm Método do indice de qualidade
RSD Desvio padrdo relativo

SLE Extracdo sélido-liquido

Ser Serotonina

SNC Sistema nervoso central

Spd Espermidina

SPE Extracdo em fase sélida

Spm Espermina

SPME Microextracao em fase sélida

18



Tir

Tiramina

TLC Cromatografia em camada fina

Tri Triptamina

UE Uniao Europeia

UHPLC Cromatografia em fase liquida de ultra pressao
USAMET Microextragao Assistida por Ultrassons

us Ultrassons

uv Ultravioleta

WWF World Wildlife Fund
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1 Introducao

A presenca de elevados niveis de Aminas Biogénicas (ABs) em matrizes alimentares
resultam da descarboxilagdo dos aminodacidos, por agdo microbiana, induzindo assim a
deterioracdo dos alimentos com a consequente perda das suas carateristicas
organoléticas, sendo um obstaculo a sua comercializagao [1, 2]. O descarte de alimentos
inadequados para o consumo humano provoca um desperdicio alimentar, dai

originando uma diminui¢cdo econdémica [3].

Na Espanha (2017) foram registados 154 casos de intoxica¢do alimentar, devido a
ingestdo de atum importado. O atum congelado, embalado em vacuo, apresentava um
aumento dos niveis da concentragao de histamina (His) resultantes, principalmente, das
mas condicOes de conservacao. Apds a detecdo do surto todos os lotes distribuidos pela

Unido Europeia (UE) foram retirados do mercado [4].

Deste modo, para garantir a qualidade e seguranca alimentar, é necessdrio
controlar e monitorizar todas as fases de processo a que o alimento serd submetido,

minimizando assim os efeitos prejudiciais para a satde humana [5].

Para a identificacdo e quantificacdo das ABs nas matrizes alimentares recorre-se
usualmente as técnicas cromatograficas [6]. A Autoridade Europeia de Seguranga
Alimentar (EFSA) recomenda a utilizacdo da cromatografia liquida de alta eficiéncia
(HPLC) com derivatizacdo pré ou pds-coluna e com detecdo por fluorescéncia (FLR),

ultravioleta (UV) ou eletroquimica [7].

Nesse sentido, a quantificacdo dos niveis de ABs tem demonstrado ser uma
ferramenta importante, pois a sua detecdo permite aferir a qualidade do pescado e

ainda estudar os seus efeitos de toxicidade [8—10].
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1.1 A importancia do pescado no consumo humano

O peixe é um alimento com elevado valor nutricional e de facil digestdo,
caracteristicas que o tornam essencial na nossa alimentagdo [5, 11]. Ao consumo
humano sdo destinados mais de 75% da producao, sendo que o restante é usado para a
producdo de 6leos e farinhas a base de peixe [12]. O atum é a espécie de peixe mais
importante a nivel comercial no mundo, representando mais de 10% do comércio de
alimentos do mar [13], sendo que em 2012 foram capturados cerca de 7 milhdes de

toneladas das varias espécies [14].

Os tunideos pertencem a familia Scombridae e ao género Thunnus que inclui oito
espécies de atum, nomeadamente, Thunnus thynnus, Thunnus orientalis, Thunnus
maccoyii, Thunnus obesus, Thunnus albacares, Thunnus tonggol, Thunnus atlanticus e
Thunnus alalunga [13, 15]. Tais espécies possuem dois tipos de musculo, o branco e o
vermelho [1, 16]. A diferenciagdo entre estes dois tipos de musculo estd no facto do
musculo vermelho possuir elevadas quantidades de mioglobina (81-99%) [17]. Nos
tunideos o musculo vermelho esta localizado na parte interna junto a coluna vertebral
e rodeado pelo musculo branco [1, 16]. A elevada proporcdo de musculo vermelho,
permite-lhes nadar a altas velocidades (> 45 km/h), por longos periodos, e sem entrar
em fadiga [16, 17]. Porém, em periodos curtos de atividade, é usado o musculo branco
[16]. Deste modo, as suas carateristicas morfoldgicas permitem-lhes nadar por longos

periodos e a altas velocidades [18].

Os escombrideos possuem condicdes favordveis a producdo de ABs, devido aos
elevados niveis de aminoacidos livres que detém, em especial histidina. A formacao de
ABs pode ocorrer em qualquer etapa do seu processamento, podendo ser potenciadas

por diversos fatores tais como a temperatura, o pH e a atividade da 4dgua (Aw) [18].

O peixe é considerado fresco quando possui as suas caracteristicas sensoriais
inalteradas, por qualquer tipo de processo conservativo. Assim, o peixe fresco deve
apresentar um odor e sabor caracteristicos, rigidez cadavérica, pigmentacao viva, olhos
limpidos, bem delineados e protuberantes, escamas brilhantes e aderentes, visceras

integras e diferenciadas e as guelras devem possuir uma tonalidade avermelhada [19—
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22].

A partir da andlise sensorial das caracteristicas do peixe é possivel realizar uma

avaliacdo, tendo em vista a atribuicdo de uma classificacdo, a qual indica se o peixe estd

ou ndo deteriorado. Quanto maior a pontuagdao, maior a sua deterioragao. Nessa

perspetiva surgiu o Método do indice de Qualidade (QIM), cujos parametros avaliados,

caracteristicas e pontuacdo estdo representados na Tabela 1 [19-22].

Tabela 1. Representacdo do QIM para avaliar a decomposi¢do das carateristicas sensoriais do

peixe (adaptado de [19-22]).

Parametros

Caracteristicas

Pontuacao

Aspeto superficial

Cores vivas

Cores opacas

Cores desvanecidas

Rigidez
Aparéncia

Duro

Flexivel

Mole

geral
Barriga

Firme

Macia

Inchada

Cheiro

Fresco (algas)

Neutro

Rancgoso

Globo ocular

Olhos

Limpido

Ligeiramente opaca

Opaco

Forma

Convexa

Plana

Concava

Guelras Cor

Vermelho vivo

Vermelho palido

Castanho
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Soma da pontuacao

o
|
[N
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1.1.1 Pesca na Europa Meridional

A Europa meridional ou mediterranea, constituida pela Crodcia, Franga, Grécia,
Italia, Eslovénia, Espanha e Portugal, é o maior consumidor mundial de peixe. Registos
indicam que, no ano 2014 foram gastos 34,57 bilides de euros em peixe e derivados,

correspondendo a 63% do valor total da UE [23].

Na Europa mediterranea verifica-se que, em média, cada pessoa consome
anualmente o equivalente a 33,4 kg de pescado, enquanto a média total na UE é de 22,9

kg per capita e a nivel mundial a média é de 19,2 kg per capita [23].

Portugal é dos paises com maior consumo anual de peixe, por habitante,
perfazendo 56,8 kg, o que equivale, em média, a mais de 1 kg de pescado por semana,
por habitante [23]. Por outro lado, a Espanha é o segundo pais com maior consumo
anual de pescado perfazendo 42,4 kg por habitante [23]. O consumo anual de pescado

dos paises constituintes da Europa meridional estao representados na Figura 1.

Média do consumo anual por habitante (kg)

56,8
42,4
34,6
25,4
19,6
11 11,2 l l

Crodcia  Franga Grécia Italia  Eslovénia Espanha Portugal

Figura 1. Média anual do consumo de pescado, em kg/habitante, nos paises da Europa

meridional. Adaptado de World Wildlife Fund [23].
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O consumo crescente de pescado, devido aos beneficios associados na
alimentacdo, induz o aumento da quantidade de peixe capturado. Todavia, tal aumento
acarreta impactos ambientais negativos, sendo que 52% dos recursos marinhos
mundiais sdo considerados como totalmente explorados e 28% considerados como
esgotados, ou em vias de recuperacao [12]. De salientar, igualmente, que a pesca
excessiva ndo permite que as populagdes jovens deixem descendéncia, verificando-se
assim uma diminuicdo acentuada dessas espécies, sendo que 93% das espécies se

encontram ameacadas [23].

Tendo em vista a manutengao ou o aumento do volume de peixe produzido sem
sobre-exploracdo das espécies marinhas criou-se a aquacultura, alternativa
ecologicamente correta, que beneficia as comunidades nas suas necessidades
nutricionais [23]. Nesse dambito e, a partir dos anos 70 do Séc. XX, a producao de peixes
em cativeiro tem vindo a registar um aumento anual, em média de 8,7% [12]. A Europa
meridional produz uma terca parte do volume de peixe criado em cativeiro. As
percentagens de producdo, nos varios paises da Europa mediterranea estdo

representadas na Figura 2 [23].

Producao em aquacultura (%)

Portugal Espanha Eslovénia Italia Grécia Franca  Crodcia

Figura 2. Percentagem da produgdo piscicola, através da aquacultura, dos vdrios paises

pertencentes a Europa Meridional. Adaptado de World Wildlife Fund [23].
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1.2 Aminas biogénicas

1.2.1 Defini¢do e classificagdo

As ABs sdao compostos organicos nao volateis de baixo peso molecular, com
carater bdsico, que possuem atomos de azoto na sua constituicdo [6, 7, 24—28]. Sdo
originadas a partir do metabolismo de aminoacidos, por microrganismos, plantas e
animais, sendo sintetizadas em pequenas quantidades e possuindo fungdes fisioldgicas
essenciais [6, 7, 24, 28]. As ABs devem a sua denominac¢do a respetiva origem biolégica
[3].

As ABs podem ser classificadas de acordo com a sua estrutura quimica, o seu
numero de grupos amina e as suas fungdes fisioldgicas [8]. Quanto a sua estrutura
molecular, sdo designadas de alifaticas, heterociclicas ou aromaticas. A putrescina (Put),
a cadaverina (Cad), a espermidina (Spd) e a espermina (Spm) sdo classificadas de
alifaticas. A His e a triptamina (Tri) sdo heterociclicas, enquanto a tiramina (Tir) € uma
amina aromatica [7, 26, 28, 29]. De acordo com o numero de grupos amina presentes
na molécula, sdo classificadas de monoaminas (Tir), diaminas (Put, Cad e Tri) ou
poliaminas (Spd, Spm e His) [29, 30]. Quanto a sua funcdo fisioldgica sdo classificadas de
aminas vasoativas por atuarem no sistema vascular (Tir e Tri) e de aminas psicoativas

por exercerem a sua acao no sistema nervoso (His, Put e Cad) [3, 29].

O tipo e a quantidade de ABs formadas nos diferentes alimentos devem-se a
composicao destes e ao tipo de microrganismos presentes [2]. As ABs sdo encontradas
em elevadas quantidades, em varios alimentos deteriorados e fermentados e sao
formadas por descarboxilagdo dos aminoacidos, por acao bacteriana ou levuriana [24,
28]. Em geral os alimentos fermentados apresentam niveis de ABs mais elevados do que

os alimentos ndo-fermentados [7].

34



1.2.2 Formagao das Aminas Biogénicas

A presenca de ABs no musculo de peixe fresco é reduzida. Em contrapartida, a
decomposicdo do musculo aumenta a sua concentracdo, dada a sua riqueza em
aminodcidos livres [31]. Existe um aumento do teor de ABs em carnes e peixes post-
mortem devido a presenca de enzimas proteoliticas no trato intestinal, em combinacdo
com o processo autolitico [3]. Em particular, os escombrideos proporcionam as
condicOes adequadas para a formacdo de ABs, pois contém niveis elevados de histidina

[2, 18, 26].

Na atividade metabdlica a formacdo e a degradacao das ABs ocorre através da
descarboxilagdo dos aminodacidos livres ou da aminacdo e transaminacdo de cetonas e
aldeidos [7, 25, 27]. A descarboxilagdo corresponde a remog¢do do grupo carboxilo
(Figura 3), originada endogenamente por enzimas, ou exogenamente, por
microrganismos, através da libertacdao de enzimas do tipo descarboxilase [3, 32, 33].
Deste modo, as ABs sdo produzidas em menor quantidade pela via enddgena, em
comparacdo com aquelas que sdo produzidas por via exdégena [3]. A descarboxilacdo é
catalisada por enzimas que possuem como cofator o fosfato piridoxal [7]. Os produtos
advindos da descarboxilacdo da histidina, tirosina, ornitina e lisina sdo respetivamente,

His, Tir, Put e Cad [30].

H o T
H,N i—c// > H,N C—H +CO3

|\ |

R OH R

(1) (2)

Figura 3. Formacdo de uma amina biogénica (2) por descarboxilagdo de um aminoacido (1).
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A His ou 4-(2-aminoetil)-1H-imidzole encontra-se naturalmente presente no
nosso organismo [24, 34]. Esta amina é resultante da descarboxilagao da histidina, cujo
mecanismo estd representado na Figura 4. Possui a férmula molecular CsHgN3 e uma
massa molar de 111,15 g/mol. Considerada como uma substancia enddgena, ela tem
funcdes a nivel da neuromodulacao, da resposta imunoldgica e do controlo da secrecao
acida gastrica [3, 25, 35]. A produgdo da His nos alimentos depende da temperatura, dos

niveis da histidina livre e ainda da presenca de descarboxilases [1].

NH,
N

/N / o > </N ’ +CO,

4

HN NH;

(1) (2)

Figura 4. Formacao da His (2) através da descarboxilacdo da histidina (1).

A producdo da His nos musculos das espécies escombrideos ocorre post-mortem,
sendo que a sua presenca é proporcional aos niveis de histidina presentes, uma vez que
esta encontra-se na sua forma livre nos tecidos musculares [34, 36]. Através da
descarboxilagdo bacteriana um aminoacido livre é facilmente convertido em His quando
as condicGes de manuseamento e armazenamento sao inadequadas, proporcionando a

multiplicacdo de microrganismos que favore¢am a sua atividade [5].

A deterioracado alimentar por acao bacteriana origina reagdes alérgicas e toéxicas,
sendo que, alimentos ricos em His podem levar a intolerancia e originar intoxicacoes
alimentares [24, 30, 35]. Nessa perspetiva, o peixe fresco ndo contém His, dado que esta
surge apenas no inicio da deterioracdo do peixe, ou entdo quando sujeito a elevadas

temperaturas que favorecem a sua acumulacao [37].

Os niveis de His variam consoante a temperatura de armazenamento do peixe.
Baixas temperaturas conduzem a producdo de niveis reduzidos de His, devido a

presenca de bactérias decompositoras, como a Pseudomonas putida, que consegue
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decompor a His a baixas temperaturas. Contrariamente, as temperaturas elevadas (30
°C) originam o aumento dos niveis de His, devido a presenc¢a de bactérias mesofilas,
como é o caso da Morganella morganii e do Proteus vulgaris, que produzem His e que
ao 25 °C atingem o seu maximo de produgao [25]. Assim é possivel concluir que a

formacao da His esta dependente da temperatura [38].

Segundo Al Bulushi et al. [25] a deterioracdo das propriedades organoléticas dos
alimentos ndo estd relacionada com a producdao de His, pois o atum conservado a
temperaturas entre 0-20 °C foi rejeitado com base nas suas caracteristicas organoléticas,
antes dos niveis de His presentes no peixe atingirem o nivel de seguranca (50 mg/kg)
permitido pela FDA. Por outro lado, a comparacao realizada sob as mesmas condic¢des
mas com sardinhas, ndo obstante se encontrarem em boas condi¢des organoléticas, fez

com que fossem rejeitadas por apresentarem niveis de His muito elevados [25].

Y

A His estd associada a intoxicacdo alimentar, que neste caso é denominada por
intoxicagdo escombréide. E um tipo de intoxicagdo alimentar com sintomas e
tratamento similar ao associado as alergias causadas por mariscos [34, 36]. A intoxicacdo
resulta da ingestdo de espécies como, sardinha, cavala, atum, anchova e arenque, pois
sdo espécies que possuem teores elevados de histidina [34, 36]. O consumo de peixe
mal processado, ocasionado pela exposicdo do peixe cru, por longos periodos, a
temperaturas n3ao adequadas, origina a formacdo de His por acdao enzimadtica e

bacteriana [34].

A ingestdo de peixe que contenha valores de His superiores a 500 mg/kg produz
intoxicacdo, entre dez a sessenta minutos apds o consumo de peixe contaminado, sendo
por vezes os sintomas confundidos com uma alergia alimentar ou com uma infecdo por
salmonela [3, 11, 34, 37]. Os sintomas associados a intoxicacdo por His caraterizam-se
pelo paladar metalico ou picante, rapida e fraca pulsacdo, ou seja, baixa pressdo arterial
(hipotensdo), dificuldade em engolir e ainda sede. Existem outros sintomas especificos,
tais como dores de cabeca, vertigens, nauseas, vomitos, cdibras abdominais, aumento
das secrecdes pela mucosa gdstrica, dores de estdmago, diarreia e congestdo nasal.
Também podem surgir sintomas alérgicos, como urticaria, erupcao cutanea, rubor,

inchaco facial e prurido [30, 34].
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Os sintomas relacionados com o sistema nervoso central (SNC), como a
ansiedade, sdo menos frequentes. Em geral estes sintomas desaparecem dentro de 24
horas, mas em casos raros podem durar varios dias. Esporadicamente foram observados
problemas respiratorios e cardiacos. O tratamento para a intoxicagdao escombroide é
através da administracdo de anti-histaminicos [34]. A contribuicdo de outras aminas

como Cad, Put e Tir na intoxicagao escombrdide é desconhecido [35].

A toxicidade da His depende da capacidade da eficiéncia de desintoxicagdo do
organismo. Caso exista apenas His, esta é eliminada através de enzimas (amino-
oxidases, principalmente a oxidase de diamina) que a metabolizam nos intestinos.
Porém, na presenca da Cad e Put essas enzimas sdo inibidas e os niveis de His no
organismo aumentam, logo tém a capacidade de intensificar a toxicidade da His [7, 25].
A presenca da His por si s6 ndo é considerada um indicador de degradacdo apropriado.
Contudo, a presenca das His, Put e Cad em simultdneo ja pode ser considerada um

indicador da deterioracdo alimentar [25].

A Cad ou 1,5-diaminopentano possui a férmula molecular de CsHi14N; e massa
molecular 102,18 g/mol [39]. A lisina é o aminoacido percursor da Cad, que se origina
através da descarboxilacdo (Figura 5) por bactérias ou fermentacdo, devido as mas

condicGes de manuseamento [6, 35, 36, 40].

NH2 HZN\/\/\/NHZ + CO»
OH >

NH2

(1) (2)
Figura 5. Formacgdo da Cad (2) através da descarboxilagdo da lisina (1).
A Cad é uma amina maioritdria em comparacao a Put e Tir, sendo usada como
indicador de decomposi¢cdo do peixe, devido a sua detecdo no estado inicial da

decomposicdo [25]. Assim a Cad e a Put estdo relacionadas com a producao de fortes e

repulsivos odores cadavéricos que indicam a existéncia de contaminacdo bacteriana.
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Porém, para alguns animais como ratos e insetos, estas diaminas tém um efeito

atrativo, permitindo assim a coloniza¢do do caddver [41].

Em geral os niveis de Cad sao mais elevados do que os de His, a cinética de
formacgao é mais rdpida pelo que surge mais cedo no processo de deterioragao e tem a
capacidade de potenciar os niveis da His [7, 34, 35]. A formacgdo da Cad ndo é inibida
pelas baixas temperaturas, verificando-se um aumento acentuado da Cad em
compara¢dao com a His e a Tir, que ndo apresentam aumentos significativos a baixas

temperaturas [25].

A Put ou 1,4-diaminobutano cuja formula molecular é CsH12N2 (88,15 g/mol),
resulta da descarboxilagdo do aminoacido ornitina (Figura 6) e é utilizada como
indicador da deterioracdo, estando associada ao aparecimento de odores rancosos e

putridos [25, 26, 35, 36, 42, 43].

/\/\/NHZ + COZ
H,N OH > .\

NH,

(1) (2)

Figura 6. Formacdo da Put (2) através da descarboxilacdo da ornitina (1).

A Put so por si ndo origina intoxicacdo. No entanto, a sua presenca conjunta com
a Cad potencia a intoxicacdao pela His [25, 35]. Estas diaminas podem também

desencadear problemas de saide, mesmo na auséncia de His [1].

A Spm possui a formula molecular CioH26N4 € uma massa molecular de 202,34
g/mol [44], enquanto a Sdp possui a férmula molecular C;H19N3 e massa molecular de
145,25 g/mol [45]. A Put é o precursor das poliaminas Spd e Spm (Figura 7) [26, 46].
Estas poliaminas sdo essenciais no crescimento, diferenciacdo e apoptose celular e ainda

apresentam funcdes anti-inflamatérias e antioxidantes [42, 47].

Ao longo do processo de envelhecimento verifica-se um decréscimo dos niveis

intracelulares da Spd em varios 6rgaos, concretamente, nos ovarios, nos pulmdes, no
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figado, nos musculos, entre outros [47]. Porém, em pacientes com doenca de Alzheimer

os niveis encontram-se elevados [7, 47].

NH, 1
HZN/\/\/ (1)

l

\/\/NHz (2)

v\/NHZ (3)

Figura 7. Formacdo da Spd (2) e da Spm (3) a partir da Put (1).

A Tir é uma monoamina resultante da descarboxilacdo da tirosina (Figura 8) [7,
36]. Possui férmula molecular CgH11NO que corresponde a uma massa molar de 137,18

g/mol [3].

0
NH,
OH
> + CO;
NH,
HO HO
) (2)

(1

Figura 8. Formacdo da Tir (2) através da descarboxilacdo da tirosina (1).
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A Tir tem como funcdo a libertacdo de catecolaminas, as quais originam o
aumento da pressdo arterial e da frequéncia cardiaca, podendo ter consequéncias
graves, mais precisamente, dar origem a crises hipertensivas [30]. A Tir atua sé, ou na
presenca de feniletilamina, provocando dores de cabeca devido as suas propriedades

vasoconstritoras [48].

No peixe fresco, esta amina existe em quantidades baixas ou nulas. Contudo, um
mau manuseamento induz um aumento dos seus niveis e atua como potenciador da

formacao da His [34].

Nos queijos envelhecidos existem abundantes quantidades de Tir. O consumo
excessivo de queijo com elevados valores de Tir provoca a denominada rea¢dao do
gueijo, caraterizada pelo aumento da pressdo arterial e da frequéncia cardiaca, que

podera estar na origem de crises hipertensivas [30].

A Tri (C10H12N2, 160,22 g/mol) é formada por descarboxilagdo do triptofano
(Figura 9) [26].

0
OH
NH,
NH,
\ EE— \ +CO,
N N
H H

(1) (2)

Figura 9. Formacdo da Tri (2) através da descarboxilacdo do triptofano (1).

A Tri é encontrada em plantas, fungos e animais. Esta apresenta fungdes
neuromoduladoras, neurotransmissores e vasoconstritoras. Os seus derivados
apresentam diversas propriedades: antioxidantes, anti-inflamatdrias, antibacterianas,

antifungicas e antidepressivas [49].
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1.2.3 Importancia dos Microrganismos na formagdo das Aminas Biogénicas

A presenca de ABs nos alimentos em teores elevados é indicadora da
deterioracdo dos alimentos e nesse sentido é de todo importante a monitorizacdo dos
niveis de ABs, os quais podem ser usados como marcadores dos niveis de contaminagdes

[26].

Exemplos de microrganismos que possuem um sistema de descarboxilacdo de
aminodcidos e que produzem ABs sdao fundamentalmente as seguintes espécies:
Bacillus, Citrobacter, Clostridium, Klebsiella, Enterobacter, Enterococcus, Escherichia,
Lactobacillus, Lactococcus, Leuconostoc, Pediococcus, Pseudomonas, Salmonella,

Shigella, Staphylococcus e Streptococcus [3, 6].

Geralmente, no queijo sdo encontradas as espécies Lactobacillus que sdo
responsdveis pela formacdao da His, Tir e Put [3, 26]. No peixe as espécies de
microrganismos mais importantes sdo: Morganella morganii e Klebsiella pneumoniae, ja
que sdo capazes de produzir His [2]. De referir ainda que, as Enterobacteriaceae

possuem a capacidade de acumular Cad e Put [6].

1.2.3.1 Enterobacteriaceae

A familia Enterobacteriaceae pertence ao grupo das bactérias gram-negativas,
ndo formadoras de esporos, que tém um tamanho compreendido entre 1-5 um, sendo
consideradas anaerdbicas facultativas e conseguem reduzir o nitrato a nitrito. O seu
crescimento e atividade metabdlica originam a formacdo de odores, mudanca da cor e
outras alteracdes nas caracteristicas organoléticas dos alimentos, o que por sua vez
afeta a qualidade dos alimentos, podendo potenciar a sua deterioracao. Alguns dos
alimentos nos quais a presenca de Enterobacteriaceae é um problema bastante

recorrente, sdo: leite, carnes, mariscos, frutas e vegetais [50].

A deterioracdo dos alimentos por microrganismos sofre influéncia dos fatores

ambientais, nomeadamente, a temperatura, o pH e a Ay [18]. Quanto a temperatura
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otima de crescimento, as Enterobacteriaceae podem ser categorizadas em trés grupos,
as psicotrépicas, que possuem uma temperatura 6tima de crescimento entre os 22-30
°C e que tém a capacidade de crescer abaixo dos 0 °C; as mesdfilas, que conseguem
proliferar em temperaturas entre 15-40 °C; e as termotolerantes, as quais necessitam
de uma temperatura minima de crescimento superior aos 7-8 °C, mas que tém a
capacidade de resistir a temperaturas superiores aos 44 °C. Assim, quando se procede
ao congelamento dos alimentos o uso de temperaturas abaixo dos -8 °C inibe o
crescimento das Enterobacteriaceae, sendo que longos periodos de congelamento
originam a sua inativacdo devido aos danos provocados. Contudo, durante o
processamento dos alimentos ndo é aconselhdvel congelar por longos periodos, pois
mesmo em condicdes adversas, algumas bactérias entram em estado de laténcia,

podendo assim, sobreviver a condicdes extremas de temperatura [50].

A Ay, propicia o desenvolvimento de Enterobacteriaceae para valores minimos de
0,95. Dado que os alimentos frescos como o peixe, as carnes e as frutas, possuem valores
de A, de 0,98, favorecem o crescimento de microrganismos que estdo associados a

problemas de seguranca alimentar [50].

O pH favoravel ao crescimento das Enterobacteriaceae situa-se entre 4-9, sendo
a deterioracdo alimentar favorecida quando o pH se encontra ligeiramente acido ao
neutro. A fim de evitar contamina¢des por microrganismos, os alimentos sdo aditivados,
recorrendo para o efeito a adicdo de acidos fracos - acido acético, latico, citrico, ou
através de processos de fermentacdo. Neste ultimo, a adicdo de bactérias especificas
inibe o crescimento dos microrganismos e origina sucessivamente a sua inativacdo

através da producao de acidos [50].

1.2.4 Importancia da presenca das Aminas Biogénicas nos alimentos

As ABs, presentes na nossa alimentacdo, principalmente nos alimentos
fermentados, como é o caso de queijos, vinhos, cerveja e ainda em alimentos nao
fermentados, como frutas, chocolates e alguns produtos de pesca, sdao considerados

importantes microcomponentes [26, 32].
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As ABs interagem com o funcionamento normal do metabolismo humano, sendo
necessario verificar a presenga das mesmas nos alimentos devido aos potenciais efeitos
téxicos que podem originar [27]. Nesse sentido, os efeitos toxicos despontaram a

necessidade de um maior controlo das quantidades de ABs presentes nos alimentos [7].

A determinagao quantitativa ndo sé é importante devido a toxicidade originada
pelas ABs, mas também pelo fato de poderem ser utilizadas como indicadores da
qualidade alimentar, pois as suas concentra¢des estdao relacionadas com as condigdes
de higiene durante o processamento das matérias-primas, fornecendo informacao util
sobre as condi¢des a que os alimentos estiveram expostos, indicadora de serem ou nao

frescos [7, 25].

1.2.4.1 Limites para a concentracdo de Aminas Biogénicas nos alimentos

O decréscimo gradual da qualidade do peixe apds a sua captura proporciona o
aparecimento de odores e sabores indesejados por consequéncia de reacdes
enzimaticas e bacterianas [2]. De modo a garantir a seguranga dos consumidores foram
estabelecidos limites maximos para a concentracdo de ABs no peixe e em produtos de
pesca [51]. Para garantir a seguranca alimentar a FDA recomenda que os niveis de His

presentes no peixe estejam de acordo com a Tabela 2 [3, 52].

Tabela 2. Niveis de His presentes no pescado e as suas consequéncias na salde humana.

Adaptado de Cardozo et al. [3].

Niveis de His  Niveis de seguranga no

(mg/kg) consumo humano
<50 Seguro

50-200 Possivel toxico
200-1000 Provavelmente téxico
>1000 Toxico e improprio
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Os niveis de Tir presentes nos alimentos sdo considerados toleraveis até 100
mg/kg [53, 54]. Niveis totais de ABs presentes nos alimentos, superiores a 1000 mg/kg,
constituem um perigo para a saude humana [53, 54]. O Codex Alimentarius Commission
(CAC) estipulou que, nos escombrideos, os niveis de His ndo podem ultrapassar os 200

mg/kg [52, 55, 56].

Assim, o estabelecimento de limites legais para o teor de ABs presentes nos

alimentos constitui uma garantia de qualidade e de seguranca alimentar [2].

1.2.4.2 As Aminas Biogénicas como indicadores da qualidade alimentar

De modo a avaliar a qualidade alimentar, Mietz e Karmas [57] verificaram que,
em condicdes seguras de consumo, os valores de His, Put e Cad em amostras de atum
enlatado sdo baixos, sendo que, a medida que as amostras se deterioram, aqueles tém
tendéncia a aumentar. Por outro lado, os valores de Spd e Spm sdo elevados em

amostras de atum frescas, diminuindo ao longo da deterioragao.

A partir desta observacdo implementaram o indice de qualidade (1Q), baseando-

se na concentracdo das ABs em mg/kg, de acordo com a Equagdo 1 [25, 55, 57, 58].

[histamina]+[putrescinal+[cadaverina]

Indice de qualidade = (Equacdo 1)

1+[espermidinal+[espermina]

Desta forma, os elevados niveis de Spd e Spm conjugados com os baixos valores
de Put, Cad e His sdo indicadores de boa qualidade alimentar. Em contrapartida, a
situacdo inversa indica a decomposicao alimentar [57]. Assim, valores de IQ inferiores a
1 indicam boa qualidade alimentar, sendo os alimentos seguros para o consumo
humano. Ao contrario, a medida que os valores do IQ aumentam, as caracteristicas
sensoriais dos alimentos diminuem. Valores de 1Q entre 1 e 10 indicam baixa qualidade

do alimento, enquanto valores acima de 10 indicam a degradacdo do alimento, ndo
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sendo recomendavel o seu consumo. Estes valores estdo representados na Tabela 3

[58].

Tabela 3. Classificacdo de seguranca alimentar segundo o IQ. Adaptado de Veciana-Nogués [58].

Classe Escala Qualidade alimentar

1 0-1 Boa qualidade
2 1-10 Baixa qualidade
3 >10 Decomposicdo alimentar

1.2.5 Dualidade dos efeitos das Aminas Biogénicas no homem

As aminas sdo compostos formados e destruidos através do metabolismo celular
[7, 26]. A presenca das mesmas em baixas concentra¢des é essencial, pois estdo
envolvidas no funcionamento vital das células e em varios processos fisiologicos,
nomeadamente, na estabilizacdo da membrana celular, na sintese proteica, na
sinalizagdo, na proliferagao e no crescimento celular e ainda na cicatrizagdo de feridas

[7, 26, 32].

A Put estd envolvida no crescimento celular e a His, a serotonina (Ser) e a Tir
estdo relacionadas com o sistema nervoso [59]. Na regulacdo do crescimento estdo
envolvidas a Spd, Spm e Cad; na transmissao neuronal a dopamina e a Ser; na mediac¢ao
dos processos inflamatérios a His e a Tir. Ainda sdo mediadores hormonais a Tir e His, e
possuem agao vasoconstritora a Tir e Tri, ao contrario da His e da Ser, que possuem uma

acdo vasodilatadora [26].

A Tri atua como vasoconstritora, induzindo assim ao aumento da pressdo
sanguinea, e consequente hipertensdo arterial [26, 49]. E também considerada um
neurotransmissor, pois regula o SNC e intervém no ciclo do sono, no humor, na
ansiedade, na temperatura corporal, entre outros. Devido a capacidade de atenuar ou

amplificar a informacdo transmitida pela Ser, a Tri possui funcdo neuromodeladora.
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Assim, as alteracOes da sintese ou do metabolismo da Tri estdo associadas doencas

como a esquizofrenia, Parkinson e a depressao [49].

As poliaminas (Put, Spd e Spm) participam na sintese do ADN, ARN e proteica,
sendo essenciais na proliferacdao celular de varios tecidos [42]. Em periodos de
crescimento celular intensivo, por exemplo, na recuperagao pds-operatdrio, a ingestao
de poliaminas é benéfica. Contudo, em alguns casos patoldgicos (tumores) o consumo

de poliaminas deve ser minimizado [26].

O excesso de ABs é degradado nos seus produtos inativos através de
aminoxidases, as quais, dependendo do numero de grupos amina oxidados, sdo
classificadas por monoamina oxidases (MAQO) ou diamina oxidases (DAO). A capacidade
de desintoxicacdo depende de cada individuo, podendo ser influenciada por fatores
genéticos ou problemas de saude [3]. Pessoas sensiveis, com insuficiéncia da DAO,
sofrem reacdes indesejadas apds a ingestdo de alimentos com niveis significativos de
His [8]. A intoxicacdo alimentar pode ser potenciada por outros fatores como drogas,
alcool, doencas gastrointestinais e outras aminas presentes nos alimentos [26, 48]. Os
fumadores também tém uma redugdo das MAO até 30%. A ingestao de antidepressivos,
agentes parkinsonicos e medicamentos para a maldria, entre outros, levam a reducao
das MAO e das DAO, possibilitando uma maior suscetibilidade de crises alérgicas [3].
Assim, a ingestao de alimentos com teores elevados de ABs diminui a capacidade de
desintoxicacdo do organismo com o consequente aumento de riscos para a saude

humana [26].

Espécies como o atum e a cavala apresentam uma quantidade mais elevada de
ABs, o que faz com que a formagdo de nitrosaminas seja também mais elevada nestas
espécies. Alguns dos fatores que influenciam o aparecimento de nitrosaminas sao a

presenca de nitritos e nitratos, o cloreto de sddio e a temperatura [25].

Os sais nitritos podem ser provenientes de bactérias redutoras ou do cloreto de
sodio. O uso do sal impuro, para conservar os alimentos pode conter niveis elevados de
nitritos (0,1-0,5 mg/kg) e nitratos (28-249 mg/kg) [25]. A presenca de espécies redutoras
de nitrato, pertencente a familia das Enterobacteriaceae, como E. coli, Klebsiella

pneumoniae e Proteus vulgaris, sdo responsaveis pela reducdo do nitrato em mas
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condicGes de higiene. Apesar do cloreto de sddio inibir a formagdo de microrganismos,
algumas espécies, como E. coli, ndo sao totalmente inibidas e conseguem sobreviver em
concentracdes elevadas. A alteracdo das condicdes idnicas facilita as reacbes entre o
nitrito e as aminas, conduzido assim a formagdo de nitrosaminas que apresentam um

potencial carcinogénico [25].

Relativamente a temperatura verifica-se a formacao de nitrosaminas quando os
alimentos sdo submetidos a tratamentos térmicos [3]. Deste modo, as elevadas
temperaturas induzem a reacdo entre as ABs e os nitritos resultando na formacao de
nitrosaminas. Esta reacdao pode também ocorrer a baixas temperaturas, no entanto, a

cinética da reacdo é mais lenta [25].

1.3 Metodologia para a quantificagdo das Aminas Biogénicas

Para a determinacdo das ABs é necessario proceder a sua extracdo, purificacdo e
respetiva analise. Usualmente, para analisar as ABs, recorre-se a técnicas
cromatograficas [30]. No sistema cromatografico o detetor é o principal componente
que consegue converter um sinal quimico e/ou fisico num sinal mensuravel que
corresponde a sua concentracao [8]. A determinacdo das ABs pode ser realizada por
varias técnicas cromatograficas, nomeadamente, cromatografia em camada fina (TLC),
cromatografia de permuta iénica (IC), cromatografia gasosa (GC) e cromatografia liquida

(HPLC) [25, 32].

A HPLC é a técnica mais frequentemente usada para a determinacdo das ABs,
devido a sua elevada sensibilidade, resolugao e versatilidade [11, 60]. Porém, tem como
requisito a utilizacdo dos agentes derivatizantes, sendo que através da derivatizacdo é
possivel a detecdo das aminas dansiladas por FLR [11, 30]. Contudo, os tempos de

analise podem ser longos, podendo atingir tempos superiores 60 min [30].

Para diminuir os tempos de analise pode-se recorrer a uma nova gerac¢do de
técnicas de separacgdo, a UHPLC, que diminui drasticamente os tempos de corrida e

aumenta a sua sensibilidade e resolucdo. E também possivel analisar mais amostras em
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menores periodos de tempo e com menores quantidades de solvente, respeitando os

critérios propostos para a sustentabilidade ambiental [30, 36].

Existem ainda kits para a detecdo e quantificacdo, por exemplo, da His. Estes kits
consistem em testes ELISA, que sdao comercializados por diversas empresas e podem ser
aplicados em diferentes produtos alimentares, como é o caso do peixe fresco, das
salsichas, dos queijos e do leite. Com estes kits, consegue obter-se resultados em cerca
de 60 minutos e ndo existem reagdes cruzadas com outras aminas, conseguindo detetar-

se contetdos de His abaixo de 50 mg/kg [5, 36, 61].

Deste modo é possivel realizar o controlo de qualidade alimentar nas varias fases

do processamento alimentar [8].

1.3.1 Técnicas extrativas

Dada a complexidade das matrizes a determinacdo analitica ndo é simples.
Digamos que a extragdo das aminas das matrizes, cuja finalidade é obter resultados
fidveis e adequados, é algo um tanto ao quanto critico. Sdo usadas diferentes técnicas
extrativas variadas como, a extracao liquido-liquido (LLE), a extragdo sdlido-liquido (SLE),
a extracdo em fase sélida (SPE) e a microextracdo em fase sélida (SPME), entre outros
[8]. A extracdo das ABs de matrizes é assistida pelo uso de acidos, normalmente, o acido
cloridrico (HCl) e o acido perclérico (HCIO4). Todavia, solventes organicos como o
metanol (MeOH), a acetona (ACE) e o acetonitrilo (ACN) também podem ser usados. A
escolha do solvente vai depender dos analitos a analisar. A derivatizacdo obriga a
otimizacdo de diferentes parametros, entre os quais o pH. A Tir por exemplo é extraida
com elevada eficiéncia para valores de pH proximos de 10, no entanto, esta condicao

ndo é benéfica para a extracdo da Put, Cad, Spd, Spm e His [8].

O QUEChERS é um acrénimo identificativo de rdpido, facil, barato, efetivo,
robusto e seguro [62, 63]. Com o decorrer dos anos foram realizadas melhorias e
adaptacbes a esta técnica, sendo esta a predileta para analises com matrizes
alimentares, como frutas, verduras, vinhos, cereais, alimentos enlatados e produtos de

origem animal (carne, peixe, marisco, entre outros) [64]. O QUEChERS é composto por
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trés etapas, sendo a primeira referente a extracdo dos compostos de interesse, a
segunda a remocao de interferentes através do uso do Clean-up. Esta etapa é seguida
de injecdo dos extratos e andlise cromatografica para a identificacdo e quantificacdo dos
analitos [62]. Assim, na fase de extracao é importante selecionar o solvente a usar, de
modo a maximizar a eficiéncia de extracdo. O ACN é um dos solventes organicos mais
usados no QUEChERS pois fornece as melhores condi¢Ges de extragdo com um numero
reduzido de co-extratos e é compativel com as andlises em GC e HPLC. O uso de sais
como o sulfato de magnésio anidro melhora a recuperac¢ao de analitos polares e facilita
a particdo. O uso do cloreto de sédio reduz a quantidade de interferéncias polares e
facilita o “salting-out” e, ainda, as solu¢bGes tampdao mantém as condi¢cdes de pH

favoraveis [62].

E igualmente importante o recurso ao clean-up, de modo a reduzir as
interferéncias existentes na matriz [62, 63]. A utilizacdo do sorvente octadecil (C18)
auxilia a remocdo de esterdis, interferentes ndo polares e compostos de cadeia longa. O
sulfato de magnésio anidro é utilizado para remover excesso de dgua presente na fase
organica e a utilizacdo do sorvente amina primaria secundaria (PSA) para a remocao de

aclcares, acidos organicos, lipidos e alguns pigmentos [62].

A Microextracdo Assistida por Ultrassons (USAMET) foi desenvolvida, pela
primeira vez, através da adaptacao da técnica extrativa QUEChERS. A USAMET permite
a extracdo das ABs em amostras de atum, utilizando pequenas quantidades de amostra
(1 g), baixos volumes de solvente (1 mL) e reduzido tempo de agitacdo com recurso ao
US (5 min). Ao contrdrio do QUEChERS, a técnica extrativa utilizada ndo requer a
utilizacdo de clean-up apds a etapa de extracdo dos compostos de interesse, apenas é

utilizada a centrifugacdo (4000 rpm, 5 min) para separar as fases.

1.3.2 Agentes derivatizantes

Devido a fraca sensibilidade que as ABs apresentam na gama UV-Vis é necessario

a realizacdo de uma etapa de derivatizacdo de modo a obtermos derivados que
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potenciem o sinal analitico e desta forma possibilitem a detecdo de ABs mesmo em

quantidades vestigiais. [8].

Para a derivatizacdo das ABs sdo usados diversos agentes quimicos,
nomeadamente o DnsCl, o cloreto de benzoilo (BzCl), o O-ftalaldeido (OPA), a
fluoresceina, entre outros [8, 32]. Os derivados fluorescentes do OPA tém um tempo de
vida curto, pelo que é preferivel o uso do DnsCl e do BzCl, devido a afinidade com as
diaminas e as poliaminas, tornando os derivados mais estaveis [32]. Uma das vantagens
da utilizacdo do DnsCl prende-se com o facto de conseguir ndo so ligar-se a aminas
primarias, mas também, a aminas secunddrias e, ainda, a aminas tercidrias,
permanecendo os derivados estaveis durante o tempo suficiente para a andlise [6, 65].
Na Figura 10 esta exemplificada a reacao de derivatizacdao do DnsCl com uma amina. De
referir também que o BzCl reage com aminas primarias e secundarias, formando

compostos estaveis [32].

cl S~
O=—=s=—o0 0=—s—0
R
+ HN/ > + HCl
R
HSC/N\CH3 H3C/N\CH3

(1) (2) (3)

Figura 10. Reacdo de derivatizacdo do DnsCl (1) com uma amina tercidria (2) originando uma
amina dansilada (3).
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CAPITULO Il

PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL
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2 Materiais e métodos

No presente capitulo serd abordado todo o procedimento experimental
realizado na elaboragao deste trabalho. Recorreu-se a USAMET para extrair as ABs das
diferentes amostras de atum, seguida da derivatizacdo dos extratos com DnsCl e

posterior analise por UHPLC-FLR.

2.1 Reagentes quimicos e materiais

Com vista a elaboracdo do trabalho pratico foram adquiridos os seguintes
padrdes: cadaverina (Cad, 1,5-diaminopentano, 98%,acros organics), espermina (Spm,
97%, acros organics), espermidina (Spd, 99%, acros organics), histamina (His, 2- (4-
imidazol), putrescina (Put, 1,4-diaminobutano, 99% acros organics), tiramina (Tir, 4- (2-
aminoetil), triptamina (Tri, 98%, alfa aesar) e 1,7-diaminoheptano (padrao interno, 98%

acros organics).

Nas diferentes etapas do trabalho foram usados os seguintes reagentes: acido
orto-fosférico (H3zPOa, 85%, AnalaR), acido férmico (HCOOH, 98%, Panreac), sédio
tetraborato-10-hidrato (Na2B207:10H,0, 99,5%, Riedel-de Haén), cloreto de dansilo
(DnsCl, 99%, Sigma-Aldrich), hidréxido de sédio (NaOH, 98%, Panreac), cloreto de sédio
(NaCl, 99,5%, Panreac), sulfato de magnésio anidro (MgS04, 96%, Panreac), citrato
trissédico dihidratado (CsHsNaO7:2H,0, 99%, Sigma-Aldrich), acetato de sddio
trihidratado (CH3COONa.3H,0, 99%, Panreac), hidrogenocitrato de sddio sesqui-hidrato
(CeHsNa207-1.5H20, 99%, Aldrich).

Usou-se ainda os seguintes solventes: Acetona (ACE, grau HPLC, Fisher chemical),
Acetonitrilo (ACN, grau HPLC, Fisher chemical), Metanol (MeOH, grau HPLC, Fisher

chemical).

Relativamente aos equipamentos recorreu-se ao uso de ultrassons (Branson
2510), balancga analitica (Pioneer), medidor de pH (Mettler Toledo), vortex (Thermolyne)

e UHPLC-FLR (Waters).
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Quanto aos materiais foram usadas micropipetas (Orange scientific), eppendorfs
(2 mL, Frilabo), seringas (2 mL, Ecoject), filtros de seringa (13 mm, hidrofilico, PTFE, 0,22
um), papel de pH, tubos de centrifuga graduados (15 mL, Labbox), Micro-insert (0,1 mL,
VWR) e gobelets.

2.2 Preparacdo das solugdes

Procedeu-se a preparagdo das solugées stock da Cad, Spm, Spd, His, Put e Tir, em
agua ultrapura acidificada (0,1% acido férmico) com concentragdes de 2 e 25 g/L,
respetivamente. Idéntico procedimento foi adotado para a Tri, mas usando como

solvente a ACE.

Como padrao interno (Pl) foi usado o 1,7-diaminoheptano na concentracdo de 2
g/L, preparado em agua ultrapura acidificada (0,1% acido formico). Preparou-se ainda o

agente derivatizante cloreto de dansilo (DnsCl) em ACE na concentragdo de 50 g/L.

A solucdo tampdo de tetraborato de sddio, com a concentracdo de 38,1 g/L, foi
preparada em agua ultrapura e acertou-se o pH da solugdo a 10,5, com uma solucdo de

hidroxido de sédio (NaOH) a 12 M.

2.3 Preparagao das amostras

Para a realizacdo do presente trabalho pratico adquiriu-se uma posta de atum
fresca (0,500 kg) no supermercado “Continente”. O Thunnus Obesus foi capturado no

mar Atlantico Centro Este, recorrendo para o efeito ao uso de aparelhos de anzol.

No laboratério separou-se as diferentes partes da posta, concretamente, o
musculo branco, o musculo vermelho, a espinha e a pele (Figura 11), tendo sido

analisados, apenas, os musculos branco e vermelho.
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Pele

Musculo Branco

Musculo Vermelho

Espinha

Figura 11. Representac¢do da constituicdao de uma posta de atum.

Em seguida, com o auxilio de uma varinha magica, moeu-se o musculo branco do
atum, obtendo-se uma pasta homogénea, a qual foi aliquotada em fracdes de 25 g,
tendo sido armazenadas a temperatura de -20 °C. Igual procedimento foi adotado para

o musculo vermelho.

Adquiriu-se ainda bife do lombo de atum ultracongelado, pertencente a espécie
Thunnus Obesus, proveniente do Oceano Pacifico. J& no laboratério procedeu-se em
conformidade com o anteriormente descrito relativamente a posta fresca, sendo o bife

homogeneizado e posteriormente armazenado.

Foram ainda adquiridos derivados de atum em superficies comerciais,
nomeadamente, atum enlatado em dleo, em azeite e ao natural e também paté de

atum, tudo da marca “Continente”.

2.4 Procedimento extrativo

Através de modificacdes do QUEChERS original, desenvolvido por Annastasiades
et al. [66], desenvolveu-se o USAMET. Neste método extrativo, para cada uma das 48
condicOes extrativas referidas na Tabela 4, pesou-se 1 g de amostra num tubo de

centrifuga ao qual foram adicionados 5 pL do PI (1,7-diaminoheptano [2 g/L]) e 1000 pL
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de solvente, homogeneizou-se a solugdo e colocou-se sob agitacdo por US de acordo
com a condi¢do selecionada e posteriormente centrifugou-se a 4000 rpm, durante 5

min.

Tabela 4. Condic¢des utilizadas para a otimizacdo do processo extrativo das ABs.

Sais e tampoes Agitacao Solventes

ACN
1 min (Manual) MeOH
ACN:MeOH (1:1)
ACN
1 min (US) MeOH
S/ tampao ACN:MeOH (1:1)
S/sais ACN
5 min (US) MeOH
ACN:MeOH (1:1)
ACN
10 min (US) MeOH
ACN:MeOH (1:1)
ACN
1 min (Manual) MeOH
ACN:MeOH (1:1)

ACN
S/ tampao 1 min (US) MeOH
ACN:MeOH (1:1)
Sais: ACN
Cloreto de sédio (0,0313 g) 5 min (US) MeOH

Sulfato de magnésio (0,1250 g) ACN:MeOH (1:1)

ACN

10 min (US) MeOH
ACN:MeOH (1:1)
ACN

1 min (Manual) MeOH

T.ampao: ACN:MeOH (1:1)
Citrato (0,0313 g) ACN

Hidrogenocitrato (0,0156 g)
1 min (US) MeOH

ACN:MeOH (1:1)
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Sais: ACN
Cloreto de sédio (0,0313 g) 5 min (US) MeOH
Sulfato de magnésio (0,1250 g) ACN:MeOH (1:1)

ACN

10 min (US) MeOH
ACN:MeOH (1:1)
ACN

1 min (Manual) MeOH
ACN:MeOH (1:1)
ACN

Tamp3do: 1 min (US) MeOH
Acetato de sédio (0,0469 g) ACN:MeOH (1:1)

Sais: ACN
Cloreto de sédio (0,0313 g) 5 min (US) MeOH
Sulfato de magnésio (0,1250 g) ACN:MeOH (1:1)
ACN
10 min (US) MeOH

ACN:MeOH (1:1)

2.5 Derivatizagao com DnsCl

Determinou-se as melhores condi¢des de derivatizagdo com DnsCl utilizando-se
uma metodologia multifatorial. Combinou-se diferentes concentra¢des de DnsCl, com
diferentes tempos de US e diferentes temperaturas, de acordo com o descrito na Tabela

5.

Apds a etapa de extracdo, retirou-se 500 pL do sobrenadante e adicionou-se 290
puL de ACE, 50 pL de agua ultrapura e 100 pL de tampado tetraborato e aplicou-se cada
uma das condicdes apresentadas na Tabela 5. Em seguida filtrou-se o extrato, mediu-se

o pH e, por fim, diluiu-se na por¢do de 1:2 em agua acidificada (0,1% acido formico).
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Tabela 5. Parametros usados para a otimiza¢do das condi¢Oes de derivatizagdo com o DnsCl.

DnsCl Agitacao Temperatura
(/L) (min) (°c)

23

10 (s/US) 40

60

23

1,0 10 (US) 40
60

23

20 (US) 40

60

23

10 (s/US) 40

60

23

20 10 (US) 40
60

23

20 (US) 40
60

23
10 (s/US) 40

60

23

3,0 10 (US) 40
60

23

20 (US) 40

60

2.6 CondigBes cromatograficas

Selecionou-se um equipamento de cromatografia liquida de ultra-pressao

(UHPLC), (Waters, Mildford, MA, EUA) o qual é constituido por um sistema de bombas
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guaterndrio (QSM), amostrador automatico, um forno de colunas e ainda um detetor
de FLR. Possui ainda um software (Empower), responsdvel pelo funcionamento do

equipamento.

A resolugdo na separacao cromatografica foi avaliada com 2 colunas: a Acquity
UPLC BEH C18 (2,1 mmx50 mm, particulas de 1,7 um de diametro) e a Acquity UPLC CSH
C18 (2,1 mmx 150mm, particulas de 1,7 um de diametro). Para eluicdo dos compostos
usou-se um gradiente trifasico constituido pelos solventes ACN, MeOH e acido fosfdrico
0,1%, os quais foram previamente filtrados com um filtro PTFE 0,22 um. A andlise foi
realizada com um detetor de FLR, a um comprimento de excitacdao de 300 nm e de
emissdo de 500 nm, e ainda, um detetor de conjunto de fotodiodos (PDA), a um

comprimento de onda de 250 nm.

2.7 Validagdao do método analitico

Para validar o método, avaliou-se a linearidade (através da determinacdo do
coeficiente de correlagdo), a exatiddo, a precisdo, os limites de detecdao (LOD), de

guantificacdo (LOQ), e o efeito de matriz (EM).

A linearidade foi avaliada através da construcdo de curvas de calibracdo para
cada uma das ABs com os seguintes valores de concentracdo (mg/kg): 0,05; 0,5; 5; 25;
125; 250; 375; 500 e 750. Cada solucdo foi injetada em triplicado. Usou-se o modelo de
regressao linear y=mx+b, onde y corresponde a razdo entre a drea obtida pela area do
padrdo interno, e x corresponde a concentracao. Os dados da curva de calibracdo foram

usados para determinar o coeficiente de correlac¢do (R?) [67].

A exatiddao corresponde ao grau de concordancia entre os resultados obtidos
pela metodologia analitica e o valor real existente na amostra [68]. Determinou-se o
calculo percentagem de recuperacdo através da expressdao: Percentagem de
recuperac¢do (%) = (Cexp/Cteo) X 100, onde Cexp cOrresponde a concentragdo experimental

e Creo cOrresponde a concentragdo tedrica.
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Determinou-se também o LOQ, correspondente a menor concentragdo do
analito que pode ser quantificada com precisdo e exatidao, calculado pela seguinte
expressdo: LOQ = b + 10 x (o/m), onde b corresponde a ordenada na origem, ¢
corresponde ao desvio padrao e m ao declive [68—-70]. O LOD, que corresponde a menor
concentracao detetavel, acima do ruido de fundo do sistema, representada através da
seguinte expressdo: LOD = b + 3.3 x (6/m), onde b corresponde a ordenada na origem,

o corresponde ao desvio padrdo e m ao declive [68—70].

Para a determinacdo da precisdo intradia (repetibilidade) realizaram-se
extragOes em triplicado, no mesmo dia, de amostra fortificada com diferentes niveis de
concentragdo: nivel minimo (0,05 mg/kg), nivel médio (375 mg/kg) e nivel maximo (750
mg/kg). A reprodutibilidade (precisdo interdia) foi determinada pela realizacdo de
extragOes em triplicado em 3 dias diferentes, usando os niveis de concentragao iguais
aos da repetibilidade. A precisdao é expressa pela percentagem do desvio padrao relativo
(RSD%), determinada pela férmula RSD (%) = (s/X) x 100, onde o s corresponde a

estimativa do desvio padrdo absoluto e X corresponde a média das medicoes [68].

O EM foi determinado através da seguinte expressao: EM (%) = (declive da curva
de calibracdo amostra / declive da curva de calibragdo padrdo) x 100. Os valores
proximos de 100% indicam que o EM é minimo, todavia, para valores inferiores a 80% e

superiores a 120% indicam que a extragao é influenciada pela natureza da amostra [71].

Procedeu-se, posteriormente, a andlise estatistica dos resultados obtidos, com

recurso ao Microsoft Office e ao MiniTab 17.
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3 Resultados e discussao

Nesta etapa do trabalho serdo apresentados, interpretados e discutidos os
resultados obtidos na otimizacdo, validagdo da metodologia analitica e respetiva

aplicagao.

3.1 Otimizagao das condi¢Bes de derivatizagdo com DnsCl

O processo de derivatizacao é importante para a dete¢do das ABs, uma vez que
ndo sdo detetadas sem a presenca de um grupo fluorescente. Foram utilizadas
diferentes condi¢Oes experimentais para a otimizacao do processo de derivatiza¢do. Na

Figura 12 apresentam-se os resultados obtidos.

20
3 15
L
& 10
©
E 5 B 3g/LDnsCl
2 g/L DnsCl
0 B 1g/LDnsCl

Condigoes de derivatizagao

Figura 12. Influéncia da temperatura, concentracao de DnsCl e tempo de US no processo de
derivatizagao.

Verifica-se o aumento da concentracdao de DnsCl corresponde ao aumento das

areas das ABs em estudo. O processo de derivatizacdo é também favorecido pelo
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aumento da temperatura. Relativamente ao aumento de agitacdo por US verifica-se,
uma diminuicdo da eficiéncia da derivatizagdo expressa pela diminui¢cdao das areas das
ABs. Apesar dos resultados demonstrarem que a melhor temperatura para a
derivatizacdo das ABs é aos 60 °C, esta temperatura ndo pode ser utilizada, uma vez que
a ACE, um dos constituintes da mistura reacional usada para a derivatizacdo, tem um
ponto de ebulicdo de 56 °C. Assim sendo, a mistura quando exposta a elevadas
temperaturas, origina a evaporacdo da ACE com o correspondente aumento de
concentragdo dos analitos, traduzido no aumento das dreas das ABs. Assim, as melhores
condi¢cdes experimentais para a derivatizacdo das ABs sdo: concentracdo de 3 g/L de

DnsCl, com um tempo de agitacdo por US de 10 min, a temperatura de 40 °C.

3.2 Otimizagado das condi¢des extrativas por USAMET

No processo extrativo sem a utilizacdo dos sais e do tampdo, usaram-se
diferentes tempos de agitacdo por US e diferentes solventes, na Figura 13 representa-
se as condic¢Oes usadas. Verifica-se que a melhor condicdo extrativa ocorre com cinco
min de US e com o solvente ACN. Podemos ainda verificar que o uso do MeOH nao
favorece o processo extrativo, pois obtém-se valores de area muito inferiores aos

observados com o ACN.

2,5x10°8
2,3x10°8
Area(e.u.) 2,0x1018
1,8x1018

MeOH:ACN(1:1)
1,5x1048

ACN
01 Solventes

10 MeOH
Tempo US{min)

Figura 13. Representacao das condicdes utilizadas no processo extrativo, sem a utilizagdo de sais

e sem tampao.
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Através da utilizacdo dos sais (NaCl e MgS04) e sem a adicdao do tampado,
testaram-se diferentes tempos de agitagao por US e diferentes solventes, na Figura 14

estdo representadas as condi¢des usadas no processo extrativo.

Observa-se que a melhor condi¢do obtida foi com um minuto de US e com o

solvente de MeOH:ACN (1:1). Em contrapartida o solvente ACN origina a pior resposta

com todos os tempos de US.

2,4x108
2,108
Area (e.u.)
1,6x1048
1,2x10%8 MeOH:ACN({1:1)
8,0x10%7 ACN
01 Solventes
5 10 MeOH
Tempo US (min)

Figura 14. Representacdo das condig¢des utilizadas no processo extrativo com a utilizagdo de sais

(NaCl e MgS0.) e sem tampao.

Na Figura 15 estdo representadas as condicGes usadas no processo extrativo,
nomeadamente os tempos de agitacdo por US e os diversos solventes, com o uso dos

sais (NaCl e MgS0.), combinados com o tampdo (constituido por citrato e

hidrogenocitrato).

Verifica-se que o melhor resultado é obtido sem recorrer ao uso do US, ou seja,
procede-se a agitacdo manual por um minuto, com a mistura dos solventes MeOH:ACN

(1:1). Em contrapartida, os resultados obtidos sem o uso de US e usando o ACN como

solvente, ndo foram satisfatorios.
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2,4x10°8 T Rt
M=
2,0x10"8 A
L 7
Area (e.u.) 1 6x1078 4
1,2x1078 MeOH:ACN(1:1)
8,0x10"7 ACN
01 Solventes

5
Tempo US (min)

10 MeOH

Figura 15. Representacdo das condig¢des utilizadas no processo extrativo com a utilizagdo de sais

(NaCl e MgS0.) e com tampao citrato.

Finalmente, na Figura 16 estdao representadas as condi¢des utilizadas no
processo extrativo, nomeadamente os varios tempos de agitacdo por US e os diferentes
solventes, com a utilizagdo dos sais (NaCl e MgS0a4) e do tampao (constituido por acetato
de sdédio). Conclui-se que a melhor condi¢do extrativa é com um minuto de US e com
uma mistura de solventes de MeOH:ACN (1:1). De referir que o ACN foi o solvente que

obteve os valores mais baixos para todos os tempos de US.

2,0x10"8
) 1,6x1078
Area (e.u.)
1,2x10"8
8,0x1077 = MeOH:ACN(1:1)
4,0x10~7 ACN
01 Solventes

10 MeOH
Tempo US (min)

Figura 16. Representacgdo das condig¢des utilizadas no processo extrativo com a utilizagdo de sais

(NaCl e MgS04) e com tampdo acetato.
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Analisou-se as condicGes utilizadas no processo extrativo das ABs e verificou-se
gue a melhor condicdo extrativa nao requer o uso dos sais e do tampao e utiliza um

tempo de agitacdo assistida por US de cinco minutos com o solvente ACN.

3.3 Otimizagdo das condi¢des cromatograficas

Para maximizar a resolu¢do cromatografica é necessario otimizar as condigdes
instrumentais nomeadamente a natureza, o fluxo da fase modvel, a coluna

cromatografica e o sistema de detecao.

3.3.1 Comparacgdo da sensibilidade entre os detetores PDA vs. FLR para as

Aminas Biogénicas

De modo a selecionar o detetor que possui uma maior sensibilidade na detecdo

das ABs comparou-se o PDA e o FLR.

O detetor PDA determina a absorvéncia do composto através da quantidade de
radiacdo que é absorvida pela amostra. Opera no intervalo entre os 190-400 nm [72—
74]. O detetor FLR mede a emissdo de luz por compostos previamente excitados a um
nivel de energia superior, possuindo maior sensibilidade e seletividade, quando
comparados com os detetores UV. E, no entanto, necessario que os compostos emitam
fluorescéncia. Caso tal ndo aconteca, deve proceder-se a sua derivatizacdo. O detetor
FLR permite ainda trabalhar de forma favoravel com gradientes e em baixas

concentra¢des de amostra [73, 75].

De modo a comparar a sensibilidade dos detetores de FLR e de PDA, realizou-se
a separacao e detecdo cromatografica dos analitos de interesse, nas mesmas condigoes.
Através da comparacao dos valores das areas obtidas para cada uma das ABs para cada
um dos detetores (Figura 17), foi possivel concluir que o detetor de FLR possui maior

sensibilidade que o detetor PDA, tendo sido o selecionado para a detecdo das ABs.
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Figura 17. Comparacdo da sensibilidade dos detetores FLR (Aexc=300nm e Aemi=500nm) e PDA
(Aabs=250nm) para detec¢do das ABs.

3.3.2 Comparagao da performance das colunas Acquity UPLC BEH C18 e
Acquity UPLC CSH C18

De modo a selecionar a fase estacionaria com melhor performance para a
separacao dos compostos compararam-se as colunas Acquity UPLC BEH C18 (2,1 mmx50

mm, particulas de 1,7 um de didmetro) e Acquity UPLC CSH C18 (2,1 mmx 150mm,

particulas de 1,7 um de diametro).

A fase estacionaria da coluna CSH (Carga superficie incorporada) suporta uma
gama de pH de 1-11, ideal para a separagao dos analitos de interesse, sob o uso de fases

moveis acidas, com baixa forca idnica, fornecendo picos com boa resolucdo [76, 77].

A coluna BEH (Etileno hibrido interconectado), devido igualmente a sua ampla
gama de pH, 1-12, permite separar os analitos em estudo, que neste caso possuem
valores elevados de pH. Possui uma boa estabilidade quimica em condi¢des extremas
de pH e elevadas temperaturas, sendo assim uma coluna universal, capaz de separar

uma vasta variedade de compostos [77]. A fase estaciondria mais adequada para a
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separacdo das ABs foi a Acquity UPLC BEH C18, uma vez que conduz a obtencdo de uma

maior resolugdo cromatografica, como é possivel observar na Figura 1.A.

3.3.3 Seleg¢do da fase mével

De maneira a conseguir uma separacao cromatografica rapida e eficaz, isto é,
com boa resolucgdo, é necessario selecionar a fase mével mais adequada. Os melhores
resultados foram obtidos usando um gradiente trifasico (acido fosférico 0,1%; ACN e
MeOH) com um fluxo de 0,200 mL/min, (Tabela 6). A temperatura da coluna foi de 40
°C e o volume de injecido de 2 uL. Com estas condicdes o tempo de andlise
cromatografica das ABs foi de 15 min, com um recondicionamento de 2 min, usando o

detetor FLR, com 0 Aexc= 300 nm e um Aemi= 500 nm.

Tabela 6. Composi¢do do gradiente de separagdo cromatografica com fluxo de 0,200mL/min.

Composicao das fases moveis (% v/v)

Tempo _
. Acido fosférico
(min) ACN  MeOH
0,1%

0.00 65 - 35
0.50 60 - 40
0.75 40 - 60
5.00 30 - 70
8.00 30 70 -
8.50 20 80 -
9.00 10 90 -
9.50 50 50 -
15.00 65 - 35
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[N

Apds a injecdo do derivado, aplicando as condi¢cbes anteriores (coluna BEH,
gradiente trifasico e detetor FLR) foi possivel obter uma boa separagdo das ABs,

resultando o seguinte cromatograma (Figura 18).

800.00 4

700.00

600.00 -

500.00

400.00

300.00 4

200.00

100.00

0.00 ]

000

Minutos

Figura 18. Cromatograma de uma solu¢do padrdo de ABs apds derivatizacdo (coluna BEH C18
com detecdo por FLR). Legenda: 1-DnsCl; 2-Tri; 3-Put; 4-Cad; 5-Spm; 6-His; 7-PI; 8-Tir; Spd.

3.4 Validagao da metodologia analitica para a determinagdo de Aminas

Biogénicas no atum.

A validacdo tem como fungdo suportar a confiabilidade dos resultados obtidos
[68]. No presente trabalho procedeu-se a validacdo da metodologia USAMET/UHPLC-
FLR, através de diversos parametros, como a seletividade, a linearidade, a exatidao, a

precisao, o LOD, o LOQ e o EM.

A seletividade assume relevante destaque, dada a respetiva capacidade de
identificar, de forma inequivoca, os varios analitos em matrizes complexas, sem
interferéncia de outros compostos [68, 70, 78]. De modo a confirmar a presenca das ABs
fortificou-se a amostra de atum com as aminas de interesse (Figura 2.A) onde é possivel

verificar que o método possui seletividade.

A capacidade de obter resultados que sdo diretamente proporcionais a uma

gama de concentragdes conhecidas denomina-se linearidade [68, 79]. A linearidade foi
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obtida através do método do padrdo interno (PI - 1,7-diaminoheptano), a qual permite

calcular a concentragdo de amina na amostra real [78].

A linearidade da resposta das ABs foi avaliada na gama de concentracdes 5-750
mg/kg, sendo que a todas as concentragdes foi adicionado o Pl (2g/L). Para cada uma
das ABs representou-se graficamente a relagdo entre a area relativa (area da amina/area
do Pl) e a concentracdo do analito. A linearidade da curva de calibracao foi confirmada
através do coeficiente de correlacdo (R?), ou seja, a resposta tende para a linearidade, a
medida que o coeficiente tende para 1 [70]. As curvas de calibracdo das ABs encontram-
se representadas na Figura 3.A. De acordo com os resultados obtidos, representados na
Tabela 7, pode considerar-se que o método é linear para as ABs em estudo,
apresentando valores de R?> 0,9809. A partir da curva de calibracdo foi possivel
determinar o LOD e o LOQ (Tabela 7) recorrendo as formulas anteriormente descritas
na metodologia, sendo expressos os resultados sob a forma de concentragcdo (mg/kg).
Assim, o LOD varia entre 0,98 mg/kg (Put) e 8,57 mg/kg (Tir) e o LOQ entre 3,20 mg/kg
(Put) e 25,64 mg/kg (Tir).

Tabela 7. Resultados da validagdo do processo analitico, nomeadamente, tempos de retencao,

gama de concentragdes, linearidade, LOD e LOQ das ABs.

Tempo Gamade

Equacao da reta de LOD LOQ
ABs Retencao concentragoes R?
' calibragdo (mg/kg) (mg/kg)

(min) (mg/kg)
Tri 5,8 25-750 y=0,0304x+0,00565 0,9990 4,97 14,93
Put 7,1 5-750 y=0,0302x-0,1091 0,9967 0,98 3,20
Cad 8,0 25-750 y=0,0487x+0,4876 0,9809 5,24 14,89
Spm 8,9 25-750 y=0,0003x-0,0025 0,9929 7,39 22,39
His 9,2 25-750 y=0,0023x-0,0441 0,9887 2,71 8,31
Tir 10,8 125-750 y=0,0064x+0,1556 0,9877 8,57 25,64
Spd 11,2 25-750 y=0,0037x-0,0456 0,9938 6,59 20,07
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Para avaliar a precisio da metodologia desenvolvida determinou-se a
reprodutibilidade e repetibilidade do método. Estes sao calculados através do RSD,
podendo ser aceites valores até 20% [68]. Na Tabela 8 estdo representados os resultados
obtidos, sendo que nos trés niveis de concentragdo, para a precisao intradia os valores
variaram entre 5,24% (Spm) e 11,64% (His), enquanto que para a precisdo interdia
variaram entre 8,21% (Cad) e 14,20% (His). Os resultados obtidos encontram-se todos
abaixo de 20% o que indica que o método possui uma precisdo elevada. Na percentagem
de recuperagdao das ABs (Tabela 8) obtiveram-se resultados satisfatdrios a variarem

entre 76-106%, demostrando assim a eficiéncia do processo extrativo.

Determinou-se a influéncia da matriz na eficiéncia do processo extrativo. Os
resultados estdo representados na Tabela 8. Para que o EM nao seja significativo, ou
seja, para que a natureza da matriz ndo influencie a eficiéncia da extracao, os valores
tém de estar proximos de 100%. O facto de todos os valores do EM obtido para as ABs
(Tabela 8) se encontrarem abaixo de 80% ¢é indicador da influéncia da amostra no

processo extrativo.

Tabela 8. Valores obtidos para a determinacdo da precisao, exatiddo e EM do método USAMET.

Precisao (RSD %)
ABs Exatiddo (%) EM (%)

Intradia Interdia

Tri 9,38 10,54 87-99 29,60
Put 9,37 12,86 76-99 32,40
Cad 6,78 8,21 87-106 42,61
Spm 5,24 12,76 79-99 2,01
His 11,64 14,20 80-103 7,52
Tir 8,73 9,77 94-103 50,00
Spd 8,97 11,30 88-103 15,35
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3.5 Aplicacao da metodologia para a determinacao de Aminas Biogénicas em

diferentes amostras de atum

A metodologia validada foi aplicada em sete amostras de atum - atum fresco em
posta, composto pelos musculos branco e vermelho, bife de atum congelado, composto
pelo musculo branco, atum em conserva, nomeadamente, em paté, em azeite, em dleo
e ao natural. Na Tabela 9 estdo representadas as concentracdes de ABs presentes nas

amostras analisadas.

Tabela 9. Valores obtidos na determinacdo da concentracdo das ABs nas amostras de atum

fresco e em conserva. Legenda: n.d.- ndo detetado.

Atum
Atum fresco Atum em conserva

ABs congelado

(mg/kg) Musculo Musculo Musculo ]
Paté Natural Azeite Oleo

Branco  vermelho branco

Tri n.d n.d n.d n.d n.d n.d n.d
Put 4,81 10,94 7,84 7,56 8,47 4,09 4,53
Cad 144,88 87,86 412,53 130,54 577,90 54,27 81,46
Spm 46,67 47,03 n.d 22,74 28,41 59,90 34,91
His 21,01 19,96 36,22 22,71 26,23 21,69 20,82
Tir n.d n.d n.d n.d n.d n.d n.d
Spd 26,11 34,19 n.d. 46,38 102,56 43,10 28,72

Segundo a FDA, as sete amostras de atum possuem concentrac¢des de His abaixo

dos 50 mg/kg, indicando assim que sdo seguras para o consumo humano.

De acordo com o estudo realizado por Ruiz-Capillas e Moral [80], estes

verificaram que a concentracdo de ABs (Cad, His, Tir) aumenta ao longo do seu
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armazenamento e que estas encontram-se em concentragdes mais elevadas no musculo
branco do que no musculo vermelho, a exce¢dao da Spd que existe numa concentragdo
superior no musculo vermelho, e da Put que apresenta valores semelhantes em ambos

0s musculos.

De acordo com a Tabela 9 verifica-se que os resultados estdo de acordo com o
descrito por Ruiz-Capillas e Moral [80], sendo que a Cad e a His existem em
concentragdes mais elevadas no musculo branco e a Spd apresenta uma maior
concentracdo no musculo vermelho. Contudo a Put expressa valores mais elevados no
musculo vermelho, o que ao comparar com o trabalho obtido por Ruiz-Capillas e Moral
[80], sdo obtidos valores de Put superiores no musculo vermelho comparativamente ao
musculo branco, quando o atum se encontra armazenado durante 5 dias a baixas

temperaturas (1-2 °C).

Foi possivel verificar (Tabela 9) que a Cad possuia valores de concentracdo mais
elevados do que as restantes ABs, para todas as amostras de atum. De acordo com Ruiz-
Capillas e Moral [81] a presenca inicial de Cad estd relacionada com o processo

autolitico, sendo posteriormente formada por microrganismos.

Relativamente as amostras em conserva, o atum conservado ao natural foi o que
apresentou as concentracdes mais elevadas de ABs (a excecdo da Spm). Estas diferencas
podem estar relacionadas com a afinidade do solvente usado no processo extrativo
(ACN), visto que a agua tem maior afinidade comparativamente ao azeite/dleo,
verificando-se assim valores de concentracdo mais baixos de ABs nas amostras em

conserva com azeite/dleo.

De modo a verificar a qualidade das amostras de atum enlatado foi determinado
o 1Q (equagao 1) implementado por Mietz e Karmas [57]. De acordo com os valores de
IQ obtidos (Tabela 10), verificou-se que o atum conservado em azeite, possui um valor
de 1Q inferior a 1, indicando boa qualidade alimentar sendo seguro para consumo.
Contudo, o paté de atum e o atum em conserva ao natural, e em éleo, possuem valores
de 1Q no intervalo entre 1-10, pelo que sdo considerados de baixa qualidade, estando

assim associados a algum risco de intoxicacao quando ingeridos.
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Tabela 10. Valores obtidos na determinagao do IQ nas amostras de atum enlatado.

Amostras enlatadas 1Q

Paté de atum 2,28
Atum ao Natural 4,64
Atum em Azeite 0,77
Atum em Oleo 1,65
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CAPITULO IV

CONCLUSOES
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4 ConclusOes

No pescado fresco, o teor de ABs é baixo. A sua deterioracdo potencia um
aumento do teor destes compostos e, consequentemente, origina riscos para a saude
humana. Neste trabalho, o principal objetivo foi a validacdo de uma metodologia para
quantificar ABs em diferentes amostras de atum e a verificagao da garantia de qualidade
das amostras e a sua seguranga para o consumo humano, por comparagao com 0s

limites de segurancga estabelecidos.

Para proceder a identificacdo e quantificacdo das ABs, desenvolveu-se uma
metodologia analitica, baseada na USAMET como técnica extrativa, seguida da
derivatizacdo com DnsCl e posterior analise cromatografica por UHPLC-FLR. Procedeu-
se a validacdo da metodologia analitica, tendo-se obtido resultados satisfatérios para os
parametros analiticos considerados. Nos resultados de percentagem de recuperagao
obtiveram-se valores satisfatérios entre 76-107%. Obtiveram-se coeficientes de
correlacdo superiores (R?) a 0,9809, valores de LOD que variaram entre 0,98-8,57 mg/kg,
e de LOQ entre 3,20-25,64 mg/kg. A precisdo intradia variou entre 5,24% e 11,64% e a

interdia entre 8,21% e 14,20%. O efeito de matriz variou na gama 2,01-50%.

Ao analisar os valores de His presentes nas amostras de atum foi possivel
verificar que nenhuma ultrapassou o nivel de seguranca proposto pela FDA, podendo-
se assim concluir que as amostras de atum analisadas se encontravam em condi¢cdes

préprias para consumo.

Esta metodologia permite detetar e quantificar varias ABs no atum. Contudo, a
auséncia de legislacdo no que diz respeito aos limites maximos permitidos, de algumas
ABs nos alimentos, como por exemplo, a Put e a Cad, impede-nos de saber se as

guantidades presentes nas amostras constituem ou ndo um risco para a saude humana.

Uma proxima etapa para este trabalho seria a analise de um maior nimero de
ABs, com tempos de analise reduzidos. Outro aspeto a aperfeigcoar seria a andlise do
atum em diferentes estagios de decomposicdo, bem como em diferentes etapas de
processamento. De modo a valorizar e alargar o espectro de aplicacdo do método, seria

importante a sua aplicacdo em diferentes matrizes alimentares.
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Anexos

Comparou-se a performance das colunas Acquity UPLC BEH C18 e Acquity UPLC
CSH C18, de modo a selecionar a fase estacionaria mais adequada para a resolugao das
ABs. A Figura 1.A. representa um cromatograma comparativo da resolucdo das 2 colunas

em estudo estdo representadas a comparagao entre ambas as colunas.

300.00
280.00
260.00
240.00
220.00
200.00
180.00
160.00
140.00
120.00
100.00
80.00
60.00 4
40.004
20.00

0.00

1 2 3 56 8 9
oo o0 300 400 500 600 700 800 900 1000 1100 1200 1300 1400 1500
Minutos
/6\-J 1 8 9 243 4\ 3+5+6
100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000 100 1200 = 1300 1400  15.00
Minutos

Figura 1.A. Comparacgao da separagdo das ABs nas colunas BEH e CSH, respetivamente. Legenda:
1-DnsCl; 2-Tri; 3-Spd; 4-Put; 5-Cad; 6-His; 7- PI; 8-Tir; 9-Spm
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No estudo da seletividade foi possivel identificar as aminas de interesse, através

da fortificagdo da amostra com as ABs numa concentragdo de 20 g/L (Figura 2.A).
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Figura 2.A. Representacdo cromatografica do tempo de retenc¢do das ABs, confirmadas através
da fortificagdo com a concentragdo de 20 g/L. Legenda: 1-DnsCl, 2-Tri, 3-Put, 4-Cad, 5-Spm, 6-
His, 7-Tir, 8-Spd.

A linearidade do método foi avaliada através da construcao de curvas de
calibracdo, na gama de concentracdes desde os 5 aos 750 mg/kg, sendo que em todas
as concentracdes foi adicionado o PI (2g/L). A Figura 3.A ilustra as curvas de calibragdo

obtidas para cada uma das ABs.
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Figura 3.A. Curvas de calibragao obtidas para cada uma das ABs.
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