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‘A natureza é recatada: ndo expde os seus segredos nos dados
que dela colhemos; diz uma coisa, mas quer significar outra.
Podemos lentamente ir desvendando a sua nudez, arrancando-
Ihe, pouco a pouco, os densos véus que a recobrem. Mas, quanto
mais véus retiramos, mais véus encontramos a nossa espera. A
nossa ‘arte’ ndo consiste em colocar o manto diafano da fantasia
sobre a nudez forte da verdade. Pelo contrario, a nossa ‘arte’
consiste em arrancar, um a um, os densos véus da realidade

aparente que recobrem a inatingivel realidade em si.”

Newton FREIRE-MAIA
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RESUMO

Este trabalho teve como objetivo avaliar a eficiéncia e a seletividade das etapas de
extracdo, purificagéo e detecgdo na determinagao de histamina (HIM) e tiramina (TIM) em
queijo ralado para utilizagdo de um método simples de analise por espectrofotometria de
absor¢cao molecular. A presenga e os teores de HIM, TIM e oito aminas (putrescina,
cadaverina, agmatina, espermina, espermidina, feniletilamina, serotonina e triptamina)
foram determinados em 13 marcas de queijo ralado. Foram detectadas as dez aminas
bioativas investigadas, incluindo HIM e TIM em teores de até 78,27 e 34,42 mg/100 g
respectivamente. A extracdo de aminas bioativas foi avaliada com cinco solucdes acidas,
tampao borato, metanol e etanol, sendo os procedimentos com HCI| e etanol
selecionados. Nenhum dos solventes extratores foi seletivo para HIM e TIM. Os derivados
da HIM e TIM com ninidrina e cloreto de dansila apresentaram os mesmos perfis de
absor¢cdo das outras oito aminas encontradas no queijo ralado. Desta forma, estas
aminas, juntamente com aminoacidos, podem ser interferentes da analise
espectrofotométrica de absorcdo molecular de histamina e tiramina, sendo necessarios
procedimentos de purificacdo para a analise utilizando estes componentes na derivagao.
A purificagdo de HIM e TIM por extragéo liquido-liquido com quatro solventes organicos
foi avaliada. HIM e TIM apresentaram valores de recuperagdes adequados na particao
com éter etilico em pH 10,0. No entanto, nenhum dos procedimentos foi especifico para
estas duas aminas. A purificacdo em fase sdélida com SEP-PAK C4g, bentonite troca
anidnica e catidnica foi avaliada. A purificagdo com SEP-PAK Cis e bentonite nao foi
seletiva e ndo apresentou valores de recuperacdo adequados para HIM e TIM. Na troca
aniénica, TIM, serotonina e os aminoacidos ficaram retidos na resina e nao foram eluidas
eficientemente. As demais aminas foram eluidas. As aminas bioativas ficaram retidas
fortemente na resina de troca catibnica, sendo necessaria elevada forga ibnica para
eluicdo destas. A anadlise de HIM e TIM separadamente nao foi viavel nas condi¢des
testadas. No entanto, € possivel avaliar a analise de aminas biogénicas, exceto TIM, pela
sequéncia de extragcdo com HCI 1,0 mol/L, purificagdo por troca anibnica, seguida de

quantificacédo por espectrofotometria de absorcao molecular apds derivacdo com ninidrina.

Palavras-chave: tiramina; histamina; queijo ralado; extracao liquido-liquido; purificagdo em

fase solida; espectrofotometria de absorgao molecular.
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ABSTRACT

Efficiency and selectivity of different methods of extraction, purification and
detection of histamine and tyramine in grated cheese. The aim of this work was to
evaluate the efficiency and selectivity of extraction, purification and detection steps of
histamine (HIM) and tyramine (TYM) determination in grated cheese with a simple analysis
by molecular absorption spectrophotometry. The profile and levels of HIM, TYM and eight
amines (putrescine, cadaverine, agmatine, spermine, spermidine, phenylethylamine,
serotonine, tryptamine) were determined in 13 brands of grated cheese. Ten bioactive
amines were detected, including HIM and TIM at levels up to 78.27 and 34.42 mg/100 g,
respectively. The extraction of bioactive amines was evaluated with five acid solutions,
borate buffer, methanol and ethanol, as solvents. HCI 1.0 mol/L and ethanol provided the
best results. None of the extractors was selective for HIM and TYM. HIM and TYM
derivatized with ninhydrin and dansyl chloride showed the same absorption profile
compared to those exhibited by the eight other amines found in grated cheese. Since
these amines, as well as amino acids, might show molecular spectrophotometric
absorption which would interfere on HIM and TYM quantification, purification procedures
are necessary. HIM and TYM purification by liquid-liquid extraction with four organic
solvents was evaluated. Appropriate HIM and TYM recoveries were observed with ethyl
ether at pH 10.0. However none of the procedures was specific for these amines. Solid
phase extraction with SEP-PAK Cis, bentonite, anion and cation exchange were
evaluated. SEP-PAK Cis and bentonite purification were not selective and provided
inappropriate recoveries for HIM and TYM. When using anion exchange, TIM, serotonin
and amino acids were strongly retained and did not elute efficiently. The bioactive amines
were strongly retained on the cation exchange resin, and high ionic strength was
necessary to elute them. Selective HIM and TYM analysis was not viable in the evaluated
conditions. However, it is possible to evaluate biogenic amines, except TYM, by HCI 1.0
mol/L extraction, anion exchange purification and quantification by molecular absorption

with ninhydrin derivatization.

Key-words: histamine; tyramine; grated cheese; liquid-liquid extraction; solid phase

extraction; spectrophotometry.
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INTRODUCAO

Aminas biogénicas sdo bases orgénicas alifaticas, aliciclicas ou heterociclicas de
baixo peso molecular que sado formadas durante os processos metabdlicos secundarios
em plantas, animais e microrganismos. Dentre elas, estdo histamina e tiramina que
podem ser encontradas em varios alimentos e bebidas, cuja elaboragdo inclui processos
de maturacdo ou fermentagdo. A formacdo das aminas biogénicas ¢é resultante
principalmente da descarboxilagdo de aminoacidos livres por enzimas de microrganismos
(SILLA-SANTOS, 1996; LIMA & GLORIA, 1999; GLORIA, 2005).

O queijo representa um ambiente ideal para produgdo de aminas biogénicas e a
persisténcia e o aumento destas substincias depende de uma série de fatores. A
formacao de aminas biogénicas pode ser afetada pela disponibilidade de aminoacidos
livres e pela presenca de microrganismos, adicionados ou contaminantes, capazes de
descarboxilar aminoacidos. Os aminoacidos se tornam disponiveis principalmente pela
acao de enzimas proteoliticas de culturas iniciadoras. Além disso, condi¢cdes higiénicas
inapropriadas, durante a producdao de queijo, podem favorecer a contaminagao
microbiana. Condi¢gdes adequadas para o crescimento microbiano e ac¢ao das
descarboxilases também sao importantes, como pH, concentragcdo de sal, temperatura,
atividade de agua, tempo e temperatura de maturacéo, temperatura de armazenamento e
a presenca de cofatores. O pH do queijo (5,0 — 6,5) é ideal para a atividade da maioria
das descarboxilases. A produgédo de histamina e outras aminas biogénicas é acelerada
com o0 aumento da temperatura durante a fabricagdo e armazenamento de queijos. Além
disso, quanto mais longo o processo de maturagdo, maior o teor de algumas aminas
biogénicas (EDWARD & SANDINE, 1981; PINHO et al., 2001; GENNARO et al., 2003;
SANTOS et al., 2003; MARTUSCELLI et al., 2005).

As aminas tém sido encontradas em diferentes tipos de queijo com teores
variaveis. Assim, varios surtos de intoxicacdo histaminica ja foram relatados devido ao
consumo de queijo (TAYLOR et al., 1985; STRATTON et al., 1991a). Enxaqueca também
tem sido observada ap6s o consumo de queijos com elevados teores de tiramina. Crise
hipertensiva, geralmente acompanhada de cefaléia severa, bem como morte por
hemorragia cerebral ja foi observada apds ingestdo de queijo rico em tiramina por
pacientes em tratamento com medicamentos inibidores de monoaminoxidase (REUVERS
et al., 1986; MILLICHAP & YEE, 2003; GLORIA, 2005).
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Teores de histamina e tiramina capazes de causar efeitos adversos em humanos ja
foram relatados em queijo ralado (VALE & GLORIA, 1997; PATTONO et al., 2000;
PIMENTEL et al., 2001). Além disso, varias aminas que potencializam estes efeitos
também estavam presentes, entre elas putrescina, cadaverina, triptamina, feniletilamina,
espermina, espermidina, serotonina e agmatina. De acordo com VALE & GLORIA (1997)
e PIMENTEL et al. (2001), as causas mais provaveis para os teores elevados de
histamina e tiramina em queijo ralado sdo o uso de queijos de baixa qualidade
microbiolégica ou o uso de grande quantidade de cascas, que contém altos teores de
aminas biogénicas. A Portaria 357 do Ministério da Agricultura (BRASIL, 1997) prevé que
na elaboragao dos queijos ralados fica proibida a utilizagdo de queijos ndo aptos para o
consumo humano. Entretanto, esta portaria ndo define qual seria o critério para
determinacéo da aptiddo ao consumo.

Estudos de VALE & GLORIA (1997) e PIMENTEL et al. (2001) reafirmam a
necessidade de pesquisas para promover a qualidade de queijo ralado, principalmente
dos produzidos por uma mistura de queijos, considerando os teores de histamina e
tiramina como um parametro de sele¢cao da matéria-prima. Com isto, um método rapido,
simples e confiavel para a quantificagdo dessas aminas em queijo € necessario para
garantir a qualidade do produto final e a saude dos consumidores.

Esta bem estabelecido que a separacdo das aminas por cromatografia liquida de
alta eficiéncia (CLAE), derivagao pds-coluna com o-ftalaldeido e detecc¢ao fluorimétrica é
o0 método de escolha para a determinacdo quantitativa de aminas bioativas (VALE &
GLORIA, 1997; NOVELLA-RODRIGUEZ et al., 2000; SANTOS et al., 2003). Infelizmente,
poucos laboratérios de controle da qualidade das industrias de alimentos no Brasil
possuem este equipamento sofisticado. Desta forma, ha a necessidade de um método
alternativo rapido e confiavel, utilizando etapas simples de extracdo, purificacdo e
quantificacdo em espectrofotdmetro para analise preliminar ou semi-quantitativa de
histamina e tiramina em queijos.

Varios métodos foram publicados com etapas de extracéo, purificacdo, separacao
e quantificacao distintas para a determinacdo de aminas bioativas em varios alimentos.
No entanto, é dificil comparar os estudos, pois na maioria dos casos, ndao ha avaliacao da
eficiéncia e seletividade de um amplo espectro de aminas; a maioria dos trabalhos avalia
apenas uma a quatro aminas, apesar de ja terem sido encontradas pelo menos dez
aminas bioativas em queijos (VALE & GLORIA, 1998; NOVELLA-RODRIGUEZ et al.,
2000).
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Este trabalho teve como objetivo geral, avaliar a eficiéncia e a seletividade das
etapas de extracdo, purificacdo e detec¢do na determinagao de histamina e tiramina em
queijo ralado para utilizagdo de um método simples de analise. Os objetivos especificos
foram (l) identificar o perfil e teores de histamina, tiramina e aminas interferentes em
diferentes marcas e tipos de queijo ralado; (Il) selecionar um solvente extrator apos
comparagao da eficiéncia em recuperar histamina e tiramina e eliminar interferentes da
matriz queijo parmesao ralado; (lll) avaliar o potencial de utilizagdo de ninidrina e cloreto
de dansila para derivacdo da histamina e da tiramina para analise espectrofotométrica de
absorgao molecular; (IV) investigar a eficacia da extragao liquido-liquido e os fatores que
influenciam a purificagao seletiva de histamina e tiramina de extratos de queijo parmesao
ralado; e (V) investigar a eficacia e os fatores que influenciam a purificagdo em fase sélida
de histamina e tiramina de extratos de queijo parmesao ralado e a capacidade de eliminar

interferentes.
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REVISAO DA LITERATURA

1 AMINAS BIOATIVAS

1.1 DEFINIGAO, ESTRUTURA E CLASSIFICAGAO

As aminas bioativas (figura 1) sdo bases organicas de baixa massa molecular (80 a
202), estaveis, capazes de resistir ao aquecimento e a condigbes acidas e basicas
(BARDOCZ, 1995). Sao formadas durante os processos metabdlicos normais em animais,
plantas e microrganismos e estdo, desta forma, presentes nos alimentos (SILLA-
SANTOS, 1996; MEDINA et al., 2003; GLORIA, 2005).

Histamina Tiramina Feniletilamina
CH,CH,NH,
/:< HO@CHZCHZNHZ CH,CH,NH,
HN N
A4
Triptamina Serotonina
CH,CH,NH, CH,CHyNH,
HO \
N N
H H
Putrescina Cadaverina Agmatina
NH NH,
N HN AN _(CHZ)4NH,
(CHz)4 (CHa)s HNZ NH
Espermidina Espermina
HoN NH NH
(CHz)3  (CHp)y (CHz)3  (CHy)y  (CHy)3

Figura 1: Estruturas quimicas de algumas aminas bioativas.

As aminas bioativas sdo tradicionalmente conhecidas como poliaminas e aminas

biogénicas, sendo diferenciadas de acordo com a via biossintética. As poliaminas sao
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formadas durante a biossintese de novo, ou seja, a partir de uma molécula mais simples.
Entre elas estdo espermidina e espermina e, apesar de ndo possuirem mais de dois
grupos amino, a putrescina e a agmatina também tém sido consideradas como poliaminas
por serem precursoras da espermidina e espermina (HALASZ et al., 1994; LIMA &
GLORIA, 1999).

As aminas biogénicas sao formadas nos alimentos por reagdes nao especificas de
descarboxilacdo pela agdo de descarboxilases de microrganismos (BARDOCZ, 1995;
MEDINA et al.,, 2003). Sdo denominadas assim putrescina, cadaverina, histamina,
tiramina, feniletilamina e triptamina. Algumas aminas podem ser formadas tanto pela
sintese de novo, quanto pela descarboxilagao nido especifica.

As estruturas quimicas sao determinantes das caracteristicas fisico-quimicas e
influenciam a estabilidade e a determinacéo de cada amina. Algumas das caracteristicas
fisico-quimicas das aminas podem ser observadas na tabela 1.

O pK, esta relacionado a ionizagao dos grupos amino e quanto maior, mais forte
sera a base em questdo. Em valores de pH abaixo do pK, da substancia, a espécie
predominante no equilibrio da amina sera a ionizada (R-NH3"), enquanto em valores de
pH acima do pKj,, a espécie predominante sera a base livre (R-NH>). Por isso, as aminas
sao normalmente mais soluveis em meio aquoso quando em solugdes diluidas de acidos.

O numero de grupos amino é um fator fundamental na indicagdo da polaridade e
solvatacédo das aminas bioativas, sendo que as poliaminas (espermina, espermidina e
agmatina) sdo mais polares que as diaminas (putrescina e cadaverina) e monoaminas
(tiramina e feniletilamina) e se dissolvem melhor em solventes mais polares.

As aminas podem ainda ser classificadas em alifaticas (putrescina, cadaverina,
espermina, espermidina e agmatina), aromaticas (tiramina e feniletilamina) ou
heterociclicas (histamina, triptamina e serotonina). Em fungdo do grupo quimico, podem
ser classificadas ainda em catecolaminas (dopamina, noradrenalina e adrenalina),

indolaminas (triptamina e serotonina) ou imidazolaminas (histamina).

1.2 FORMAGAO DAS AMINAS BIOATIVAS

Todos os organismos vivos produzem aminas durante o processo metabdlico
normal por transaminagao de aldeidos ou cetonas, hidrolise de compostos nitrogenados,
decomposicio térmica ou descarboxilacdo de aminoacidos, sendo esta ultima, a principal
via de formacgdo (HALASZ et al., 1994; BARDOCZ, 1995; KALAC & KRAUSOVA, 2005).



'900Z ‘HOIYATOA 8 WMOINSVAM , ((1002) ‘e 32 VONOO . ((9661) ZTOHANIM , :(5661) 3AIT , ‘S804
SI9AJOSIW = G ‘|9AN|OS O)INW = ¥ ‘[9AN|OS = € ‘|9AN|0S 00Nod = Z ‘|9AN|OSUl = | :8pepI|Ign|os ap e|eds]

| 1919
‘] e[I}® 8p 0}B}8Je | OIWIQJOIOlD ‘|
BUOJS0E !| 0JN|OSqe |OUE)S ‘Z %G6

Gl Z e eaodwooap
:opejelipiyouow
ojej|ns-eulueald

|opul(jneoulwe
-g)-¢-1x0IpIH-G

[ouels ‘g |joueldw ‘€ HOODEHD oxa|dwo) )
‘ojej|ns-eulueald oxaldwo) L1l =2°0d '8'6 = 1°Md 891-/91 (eulLdLIXOIPIH-S)
'€ enbe JOH O°N®H°"O (D0 G2) | TIOH'ON®*H®D  12'9/1 eujuojolag
| OlLLIOJ0IOP || ousZUSq ¢} 20l 87 IDHINEHOMD lopul(iRRouILY-Z)-€
1819 ¢ euojeOR ‘g |OUE)S {| ENBY (D0 G2) | 8Ll 12’091 eujwejdii ]

0/l e @odwoosp
(7@ ew.oy)
-C L8
_OIom%u n__m__ \w |[ouejaouiwe
o1sodwoo /d epnw -Z-(uayixoipiH-d)-|
7 enbe :(7Q ew.oy) [DH?ON'"H8D 09l e:(-)gewio4  gL'€SL eujwedojoQ
. oulweouelaouszuag
¥8'6
‘¥ 1919 ‘¢ 7100 ‘¢ enby (D0 G2) | G'/61 gLiel eujwelajiuag
eJjnau oedeal wWod enbe wa mp.___mmgmw_u__ﬂ_._u.mw
[9AN|OS []DH ON*'H?D "Z OUd|IX ‘g 26’0l =2Md 'y2'6 = 1°)d 991 692 (IOH ON"'H®D T

ouazuUa(q g 8jUsAIs) [oueys g enby (D0 G2), @dq:/02-S0z S°dq GoL-¥9L  8lL'/€l eujwell]
¥ |[ouelaW :¢ |oueld oz oulweoueld

¢ . . ) . 3 3 3 . . --|0Zepiw|-
'y enbe J|OHZ ENHED 'Z 4919 G2'6 = 2°d '0'9 = 1°d -bbZ IOHZ ENHED yrIOZEPIIIHI
‘€ 0lWwJojoJo|D ‘¢ [oue)e ‘¢ enby (D0 52) , 602 ¥8-€8,:98,  GL'LLL eujwe)siy

N._‘ AOOV OWWV__—.-Qo N.—.AOOV —.LN——.—O@_OE

-, Opepljiqn|os *\d 9p ojuod oesnj ap ojuod essep VNINV

14

sojuswife wa sejussald seAneolq seuiwe sewnbje ap seolwinb-0oIs)) seonsiialorie) 1| ejaqel



"9002 ‘HOIYATOA 8 WMOINSVYAM , ((1002) e 18 YONOO  :(9661) ZTOHANIM , ((S661) 3AIT | :S8ju04
SIBAIOSIW = G ‘|9AN|OS OlNW =  ‘|9AN|OS = ¢ ‘|8ANj0S 0onod = Z ‘|[ANjOSUl = | :8pepl|Ign|os ap e|eas]

eulipiuenb
(Inngouiwy)-f
L Joue)e ‘¢ enby:"OS°H N HD G'ZL =1°Md, L€Z POSH'N"'H D 61'0€lL Leunewby

oulwelpoueing

_ -1 -(Iidosdoulwy
| ouszuaq {| os|jo.ad -)SI-N'N

ap J)Y !| ISP g OlWIOJOIO0|D 96°'0L = ¥°Md fLZ'0L = €°Md o
‘€ saJousW slooole ‘¢ enby '89'8=2°Md {16°L = L°Md . Z¥l-L¥l,'0GL,  (opinb)) 09-GS, ‘62,  ¥£'20T eulwiadsy

oulwelpoueing

86¢ _

‘ -¥‘ 1 -()1dosdouiwuny-¢)-
20l = £°Md -9GZ [IOHE ENEHLD aal wi-€)-N
€ J9)9 ‘¢ [oueyd ‘¢ enby ‘w16 =2°Md 'gL'g = |°d . 0cL-8zl opinbl7  $2'G¥L eulpiwiadsy

8'0L =2°Md 'ge'e = L°Md ¢
‘€16 =2°Md 'gz'ol = 1°Md, ez

‘ . . CAAE Cmm b . . oulwelpoueriusd-c*
| loUBle ‘g BNBEIIDHZINTHSD  "€6°0L = 2°d {50°0L = 1°d -62Z IDHZ IN"'HED HepotRIuad-S
Z 1) g |oue)e ‘¢ enby (D0 G2) | 6.1 6 8lL'c0l euliaAepe)

| ouazuaq ‘| 499 ewiqgns 08z e aodwoosp .

‘ ‘ . . ‘ e 1A (e e : . ) . oulwelpoueing-
‘¥ loueys 'y enbe:|QHZ PN HYO GE'6 = 2°Md 108°0L = L°Md  IOHZ®N®*H"O JOHZ N H"D poueing-y'L
¢ enby (00 02) | G'8G1l G'/C G1‘88 eujosalind
2, (Do) OBIIINgd 2,(Do0) ,dejnaajow

2, 9Pepljignjog eyd 9p ojuod oesnj ap ojuod essep VNIAV

oedenunuo) :| ejaqeL



27

Existem varios caminhos provaveis para a sintese de poliaminas (figura 2). A
putrescina é um intermediario obrigatério. Nos animais, o primeiro passo é a
descarboxilagdo da ornitina pela ornitina-descarboxilase. Nas plantas e em alguns
microrganismos, existe uma rota alternativa para produzir putrescina a partir da arginina
via agmatina pela agdo da arginina descarboxilase. Existe uma via adicional para a
formacao da putrescina a partir da citrulina (FLORES et al., 1989; HILLARY & PEGG,
2003; MEDINA et al., 2003; WALTERS, 2003; GLORIA, 2005).

Glutamina Citrulina

CD/
Arginina

Uréia
Prolina _______§ Ornitina ~

oDC N-carbamoil

ADC
putrescina
CO; &« \ CO,
NH3
v NCPAH AlIH N

Putrescina Agmatina

<

EpdS Propilamina

AN

Espermidina S-adenosil-metionina

/ descarboxilase

ATP

EpmS Propilamina

e

Espermina Metionina

Figura 2: Vias para a sintese de poliaminas.

ODC: ornitina descarboxilase; ADC: arginina descarboxilase; CDC: citrulina descarboxilase; AlH: agmatina
imino-hidrolase; NCPAH: N-carbamoil putrescina hidrolase; EpmS: espermina sintase; EpdS: espermidina
sintase.

Fonte: GLORIA (2005).
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A sintese de histamina, tiramina, triptamina, feniletilamina e cadaverina em
alimentos ocorre via descarboxilagdo dos aminoacidos histidina, tirosina, triptofano,
fenilalanina e lisina, respectivamente, por atividade enzimatica (HALASZ et al., 1994).

A formacgao de aminas associada a atividade bacteriana em alimentos envolve
especies capazes de produzir enzimas descarboxilantes que atuam sobre o aminoacido
precursor (SILLA-SANTOS, 1996). Desta forma, o acumulo de aminas nos alimentos
depende do teor de aminoacidos livres, da presenga de microrganismos com atividade
descarboxilante sobre aminoacidos, da existéncia de condigdes favoraveis para o
crescimento de microrganismos e da produgdo e agdo das enzimas. Os aminoacidos
livres podem ocorrer naturalmente ou serem liberados de proteinas como resultado da
atividade de microrganismos proteoliticos (MAGA, 1978; HALASZ et al., 1994).

Indmeras bactérias tém sido descritas como capazes de produzir aminas em
alimentos. Dentre 0os microrganismos encontrados em queijos, os formadores de tiramina
sdo na maioria bactérias Gram positivas (enterococos e algumas bactérias laticas) e os
formadores de histamina sdo principalmente enterobactérias, mas também algumas
bactérias laticas e clostridios (ROIG-SAGUES et al., 2002). Desta forma, ja foi relatada a
formacédo de aminas por bactérias da familia Enterobacteriaceae, como Escherichia coli,
Morganella morganii, Proteus mirabilis, Enterobacter spp., Serratia, Citrobacter, Klebsiella,
Salmonella, Shigella, Hafnia alvei ao lado de espécies de Achromobacter, Pseudomonas,
Streptococcus, Clostridium sporogenes, C. perfringens, Lactobacillus, Leuconostoc e
Lactococcus (EDWARDS & SANDINE, 1981; JOOSTEN & NORTHOLT, 1987; MARINO
et al., 2000; SANTOS et al., 2003; COSENTINO et al., 2004; OZOGUL, 2004). Como
varias destas bactérias sdo deterioradoras de alimentos, a presenca de aminas bioativas
tém sido sugerida por varios autores como um critério de qualidade.

A producao de aminas por bactérias é influenciada pelo pH do meio, temperatura,
sais, como NaCl (SANTOS et al., 2003), atividade de agua, presenga de oxigénio e de
carboidratos fermentaveis, que permitam o crescimento microbiano e a atividade
enzimatica, e ainda pela presenca de cofatores, como o piridoxal fosfato necessario para
a atividade das descarboxilases (SHAHANI et al., 1962). Estudos mostram que o pH na
faixa de 2,5 a 6,5 estimula a producdo de aminas como um mecanismo de protecédo da
bactéria. A atividade das enzimas descarboxilantes mostrou ser dependente da fase de
crescimento do microrganismo, sendo mais elevada na fase estacionaria. Com relagdo a
temperatura, as descarboxilases sdo mais ativas em temperaturas inferiores a 30 °C e
sem atuacao acima de 40 °C. Entretanto, na faixa de 0 a 10 °C, a atividade dependera da

microbiota presente. Foi observado que a reduc¢ao do potencial redox estimula a produgao
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de histamina e que a histidina descarboxilase parece ser inativada ou destruida na
presencga de oxigénio. A presenca de carboidratos fermentaveis, como a glicose, estimula
o crescimento e a atividade descarboxilase das bactérias. Concentragdes de glicose
consideradas 6timas estao na faixa entre 0,5 e 2%, enquanto niveis acima de 3% inibem
a formacéo das enzimas (EDWARDS & SANDINE, 1981; HALASZ et al., 1994; PINHO et
al., 2001).

1.3 ASPECTOS FUNCIONAIS E TOXICOLOGICOS

Dentre as aminas bioativas, as poliaminas estdo amplamente distribuidas na
natureza, sendo componentes indispensaveis em todas as células vivas. Devido a
diversidade funcional no metabolismo e crescimento celular, estas substéncias sao
requeridas em grandes quantidades nos tecidos em rapido crescimento (KALAC &
KRAUSOVA, 2005).

Entre as diversas funcdes das poliaminas nas células estao divisdo e diferenciagao
celular, sintese de acidos nucléicos e proteinas e estabilidade de membranas. As
poliaminas sao essenciais para a manutencdo da alta atividade metabdlica no
funcionamento saudavel do intestino, por estarem envolvidas no reparo de danos
intestinais causados por componentes deletérios dos alimentos e microrganismos
(BARDOCZ et al., 1993; DELOYER et al., 2001). Em plantas, além dessas funcdes, as
poliaminas tém sido associadas as respostas ao pH e ao estresse osmatico ou térmico, a
senescéncia (BARDOCZ, 1995; MEDINA et al., 2003; KALAC & KRAUSOVA, 2005).

As catecolaminas, as indolaminas e a histamina cumprem importantes funcdes
metabodlicas em humanos, especialmente no sistema nervoso e no controle da pressao
arterial (GILMAN et al., 2003). Histamina, serotonina, dopamina, adrenalina e
noradrenalina atuam como neurotransmissores no sistema nervoso central. Tiramina,
feniletilamina, dopamina, adrenalina, noradrenalina e triptamina causam um aumento na
pressao sanguinea por constricdo do sistema vascular e aumento da velocidade e da
forca da contragdo cardiaca. A serotonina & vasoconstritora, broncoconstritora, reduz o
volume e a acidez do suco gastrico, tem efeito antidiurético, estimula o musculo liso e
afeta o metabolismo de carboidratos. A histamina é capaz de estimular diretamente o
sistema cardiovascular, atuar no relaxamento e contracdo de musculo liso, estimular
neurbnios sensoriais € motores e controlar a secrecdo acida do estémago (TAYLOR,
1986; LIMA & GLORIA, 1999; GILMAN et al., 2003; MECK et al., 2003).
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Embora as aminas desempenhem fung¢des fisiolégicas essenciais, estudos
toxicologicos e inquéritos epidemioldgicos tém comprovado o risco potencial do consumo
de alimentos contendo altos teores de histamina e tiramina (TAYLOR, 1985 e 1986;
MAHER et al., 2000; OHNUMA et al., 2001; FELDMAN et al., 2005; TSAI et al., 2005a).
Este risco ocorre principalmente se houver deficiéncia na biotransformagéo das aminas ou
se ocorrerem efeitos sinérgicos ou potencializadores (HALASZ et al., 1994; LIMA &
GLORIA, 1999).

Sob condi¢gdes normais, as aminas em quantidades normalmente presentes nos
alimentos sdo rapidamente metabolizadas no organismo por conjugacido ou mediante
reagcdes de oxidagdo por aminoxidases, como as monoaminoxidases (MAO), as
diaminoxidases (DAO) e as poliaminoxidases (PAO). A histamina €& inativada
principalmente pela histamina-N-metiltransferase (HMT) para formar a N-metil-histamina,
que é oxidada pela MAO. Como alternativa, a histamina pode sofrer desaminacao
oxidativa pela DAO (GILMAN et al., 2003). A tiramina é oxidada pela MAO (McCABE,
1986).

Algumas aminas, especificamente putrescina e cadaverina, inibem a DAO e a HMT
(HUI & TAYLOR, 1985; SILLA-SANTOS, 1996); a tiramina pode inibir a MAO e a
triptamina, a DAO. Além disso, certas drogas, como antihistaminicos, antimalaricos,
alguns antidepressivos e a isoniazida (antibiético utilizado no tratamento da tuberculose),
podem inibir essas enzimas (STRATTON et al., 1991a). O alcool também é considerado
um potencializador dos efeitos tdxicos da histamina e tiramina por inibir a MAO (GLORIA
et al., 1998). A presengca de potencializadores pode explicar porque os teores de
histamina em peixes deteriorados e queijos maturados capazes de causar intoxicagao,
sdo menores que os da histamina em solugdo aquosa (TAYLOR et al., 1984).

A intoxicacdo alimentar mais frequente causada por aminas esta relacionada a
histamina. A histamina € uma substancia bioativa potente e apresenta muitas atividades
no organismo; desta forma, seus efeitos toxicos se manifestam em uma ampla variedade
de sintomas. Os mais caracteristicos que afetam a pele incluem rash, urticaria, rubor e
edema. Os sintomas gastrintestinais se caracterizam por nausea, diarréia e célicas
abdominais. Outros sintomas sdo ainda identificados, como a hipotenséo, cefaléia,
taquicardia, formigamento e sensa¢des de queimagdo na boca (TAYLOR, 1986; GILMAN
et al., 2003; GLORIA, 2005).

Varios surtos de intoxicagdo foram registrados nos Estados Unidos, Japao,
Inglaterra, Franca, Dinamarca, Canada, Nova Zelandia, sendo mais implicados os peixes

das familias Scombridae (atum, bonito, cavala, listrado), Scomberesocidae (tiravira),



31

Clupeidae (arenque, sardinha), dentre outros (TAYLOR, 1986; MAHER et al., 2000;
OHNUMA et al., 2001; FELDMAN et al., 2005).

Além do peixe, outro alimento associado aos surtos de intoxicagao histaminica é o
queijo. O primeiro registro de intoxicagdo ocorreu na Holanda, em 1967, e envolveu o
queijo tipo Gouda. Desde entdo, varios casos tém sido citados, sendo os queijos tipo
Cheddar, Gouda, Gruyére e o Sui¢co os mais envolvidos (STRATTON et al., 1991a; LIMA
& GLORIA, 1999). Em 1976, um surto de intoxicagdo histaminica ocorreu nos Estados
Unidos envolvendo 38 individuos e incriminando o queijo Suico, com concentracdo de
histamina superior a 100 mg/100 g de queijo. Um segundo surto menor com queijo Suigo
ocorreu também nos Estados Unidos, envolvendo seis pessoas. Na Francga, de 1980 a
1983 ocorreram quatro surtos envolvendo o queijo Gruyére, sendo a concentragdo de
histamina de 30 mg/100 g de queijo (TAYLOR, 1986; STRATTON et al., 1991a).

A tiramina é o segundo tipo de amina envolvida em intoxica¢des alimentares. Atua
aumentando a pressao sanguinea por aumento da for¢a da contragéo cardiaca (TIL et al.,
1997; GILMAN et al., 2003; MECK et al., 2003). Em concentragdes elevadas, pode causar
dor de cabecga, enxaqueca, febre, vbmito e aumento da glicemia (MARLEY &
BLACKWELL, 1970; McCABE, 1986; MILLICHAP & YEE, 2003; GLORIA, 2005). O
aumento de pressao causado pela tiramina presente em alimentos pode desencadear
uma crise hipertensiva, principalmente em pacientes em tratamento com inibidores da
MAO. Este aumento de pressdo também é conhecido como “sindrome do queijo”, devido
ao fato do queijo ter sido o alimento inicialmente associado aos disturbios hipertensivos
(STRATTON et al., 1991a).

Existem na literatura algumas doses toxicas de tiramina e histamina em alimentos.
IENISTEA (1973) relatou que 5 a 10 mg de histamina em 100 g de alimento podem
causar sintomas em individuos mais sensiveis; entre 10 e 100 mg, a histamina é
potencialmente téxica e acima de 100 mg, apresenta toxicidade elevada. Com isto foram
sugeridos limites maximos de 10 mg de histamina/100 g de alimento, 2 mg de histamina/L
de bebida alcodlica, 10 a 80 mg de tiramina/100 g de alimento ou 6 mg de tiramina/100 g
de alimento, caso o individuo esteja utilizando algum inibidor da MAO, e 3 mg de
feniletilamina/100 g de alimento (CHANG et al., 1985; HALASZ et al., 1994). SHALABY
(1996) relata também, que a ingestdo de mais de 40 mg de aminas biogénicas por
refeicdo tem sido considerada potencialmente tdxica, e que a soma de tiramina,
histamina, putrescina e cadaverina nao deveria exceder 90 mg/100 g de queijo.

No Brasil, o teor de histamina em pescado é utilizado como critério de qualidade

higiénico-sanitario. O limite de histamina permitido em conservas de pescado é
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100 mg/100 g (BRASIL, 2002), sendo ainda um valor elevado, que ndo considera a

presenca das outras aminas bioativas.

1.4 AMINAS BIOATIVAS EM QUEIJOS

Muitos estudos tém sido conduzidos para determinar o conteudo de aminas em
queijos, indicando a presencga, principalmente, de histamina, tiramina, triptamina,
putrescina, cadaverina e feniletilamina (JOOSTEN & OLIEMAN, 1986; SIMON-SARKADI
et al., 1995; VALSAMAKI et al., 2000; INNOCENTE & D’AGOSTIN, 2002; ONER et al.,
2004 e 2006). Foram encontradas também com menor frequéncia, e em menores
quantidades, espermidina, espermina, agmatina e serotonina (EL-SAYED, 1996; VALE &
GLORIA, 1998; NOVELLA-RODRIGUEZ et al., 2000).

Conforme indicado na tabela 2, os teores e tipos de aminas encontrados variam
com o tipo de queijo e também entre amostras de um mesmo tipo. Queijos ndo maturados
ou com curto tempo de maturacdo, como Minas e Prato apresentaram baixos teores de
aminas biogénicas. Em queijos de longa maturagdo, aminas como a histamina e a
tiramina foram encontradas em teores elevados, capazes de causar efeitos toxicos,
principalmente em pacientes em tratamento com medicamentos inibidores da MAO.

Algumas aminas estédo presentes no leite em concentragdes reduzidas (NOVELLA-
RODRIGUEZ et al., 2000; SANTOS et al., 2003). Entretanto, durante a fabricacéo,
maturagcao e armazenamento do queijo, pode ocorrer aumento nos teores de aminas,
sendo este aumento dependente de uma série de fatores, como pH do meio, temperatura,
atividade de agua, presenca de oxigénio, carboidratos fermentaveis, co-fatores de
enzimas, os quais indicam que o queijo representa um ambiente ideal para a formacgao de
aminas (JOOSTEN, 1987; ROIG-SAGUES et al., 1998).

Os microrganismos com atividade descarboxilante sobre aminoacidos podem estar
associados ao leite utilizado como matéria-prima ou estarem no queijo por contaminagao
durante o processamento e estocagem ou serem adicionados através das culturas
iniciadoras (STRATTON et al.,, 1991a; SIMON-SARKADI et al.,, 1995; NOVELLA-
RODRIGUEZ et al., 2004). N&o existe consenso com relacdo a fonte mais significativa de
bactérias aminoacido descarboxilantes durante o processamento do queijo: a qualidade
microbioldgica do leite, a contaminagao durante o processamento, ou as préprias culturas
adicionadas (STRATTON et al., 1991a).
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Tabela 2: Teores de aminas bioativas em queijos

Teores de aminas bioativas* (mg/100 g)

Queijos TIM HIM PUT CAD FEM TRM Referéncia
Blue cheese 5,0-110,0 nd-230,0 4.4 4,2 1,0 nd-110,0 1,4
Camembert 7,0-21,0 nd-48,0 - - - nd-6,0 1,4
Cheddar nd-153,0 nd-212,0 22,0-26,0 21,0-35,0 nd-30,3 nd-30 1,4,6
Gorgonzola nd-146,0 0,45-84,6 0,17-3,7 nd-23,3 0,07-1,0 nd-2,8 5,6
Gouda nd-67,0 nd-45,0 nd-354,2 nd-114,2 nd-1,9 nd-20,0 1,56
Minas nd nd-2,50 nd-2,64 nd-0,30 nd-0,64 nd-0,72 5
Montasio 12,8-39,4 10,1-37,8 12,9-110 0,45-3,02 0,77-2,0 0,18-0,81 7
Mussarela nd-16,0 nd-11,3 nd-1,4 nd-2,3 nd-0,26 nd-10,0 1,5,6
Parmeséao nd-28,0 nd-29,3 nd-4,3 nd-9,8 nd-0,04 nd 1,2,4,5
Parmesao

ralado 0,12-5,20 0,11-8,69 0,08-6,30 0,07-13,4 nd-1,98 nd-0,34 5
Prato nd-1,75 nd-6,15 nd-3,53 nd-3,39 nd-1,19 nd-0,90 5
Processado nd-16,0 nd-3,2 nd-6,0 nd-12,0 nd-40,0 nd 3,6
Provolone nd-0,44 nd-6,0 nd-8,17 nd-111,0 nd-1,4 nd-1,08 5
Suico nd-180,0 nd - - nd-7,8 nd-16,0 1,4

* TIM: tiramina; HIM: histamina; PUT: putrescina; CAD: cadaverina; FEM: feniletilamina; TRM: triptamina;
nd: ndo detectado; -: ndo determinado.

Fonte: [1] VOIGT et al. (1974); [2] HALASZ et al. (1994); [3] EL-SAYED (1996); [4] ROIG-SAGUES et al.
(1998); [5] VALE & GLORIA (1998); [6] PATTONO et al. (2000); [7] INOCENTE & D’AGOSTIN (2002).

Os fatores que interferem na formacao de aminas bioativas durante a maturacao de
queijos tém sido estudados com o intuito de reduzir os teores das aminas. O efeito do
tratamento térmico do leite no acimulo de aminas biogénicas em diferentes queijos tem
sido descrito. NOVELLA-RODRIGUEZ et al. (2004) identificaram que o queijo obtido com
leite pasteurizado apresentou menor formagdo de aminas biogénicas durante a
maturacdo, devido a redugdo na contagem microbiana, comparado ao queijo obtido com
leite cru. GAYA et al. (2005) observaram a formagao de aminas biogénicas apenas no
queijo obtido com leite cru e o teor de aminoacidos livres foi superior neste tipo de queijo.
MARTUSCELLI et al. (2005) ndo observaram diferenca nos teores totais de aminas em
queijos obtidos com leite cru e pasteurizado, no entanto o teor de histamina foi
significativamente superior no queijo obtido com leite cru.

Em estudo realizado com leite adicionado de cultura latica a uma temperatura de
incubacdo de 20 e 32 °C durante 24 h, comprovou-se que os teores das aminas
cadaverina, espermidina, tiramina e histamina aumentavam com o tempo e temperatura
de incubacéo. Estes resultados sugerem que para evitar a formagdo ou minimizar os
teores de aminas formados, deve-se manter a temperatura no menor valor possivel

(SANTOS et al., 2003). Neste mesmo trabalho, os autores sugeriram que as culturas
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iniciadoras sdo capazes de afetar os tipos e os teores de aminas. Desta forma elas devem
também ser selecionadas quanto a producédo de aminas.

A importancia da temperatura de armazenamento do queijo também foi investigada
por PINHO et al. (2001), que observaram maior formagéo de aminas biogénicas e maior
teor de aminoacidos livres nos queijos armazenados a temperatura ambiente (25 °C)
comparados aos armazenados a 4 °C.

Estes estudos demonstraram que é possivel controlar a formacdo de aminas
biogénicas, principalmente tiramina e histamina, com boas praticas de fabricagao,
utilizando matéria-prima de boa qualidade, leite com tratamento térmico, culturas
iniciadoras selecionadas (ndo produtoras ou com baixa produ¢ao de aminas biogénicas) e
controle do tempo e temperatura durante a maturagdo e armazenamento (PINHO et al.,
2001; SANTOS et al., 2003; NOVELLA-RODRIGUEZ et al., 2004; GAYA et al., 2005;
MARTUSCELLI et al., 2005).

2 QUEIJO RALADO

Queijo ralado é o produto obtido pelo esfarelamento ou ralagem da massa de uma
ou até quatro variedades de queijos de baixa umidade adequados para consumo humano
(BRASIL, 1997). O produto pode ser parcialmente desidratado ou ndo, sendo classificado
em desidratado ou em nao submetido a desidratagdo. Os queijos ralados classificam-se
também de acordo com as variedades dos queijos utilizados na sua elaboracdo em: (i)
elaborados com uma unica variedade de queijo; (ii) elaborados unicamente com queijos
de baixa umidade; e (iii) elaborados com queijos de média umidade com ou sem queijos
de baixa umidade.

O queijo ralado deve apresentar, como caracteristicas sensoriais, aspecto e textura
de granulos ou filetes mais ou menos finos, cor branca a amarelada e odor caracteristico
mais ou menos intenso de acordo com as variedades de queijos das quais provenha.
Alguns requisitos fisico-quimicos também foram estabelecidos. Quanto a umidade, os
queijos ralados desidratados com predominancia (> 50%) de queijos de baixa umidade
deverao apresentar umidade maxima de 20 g/100 g, enquanto os com predominancia de

queijos de média umidade deverdo apresentar umidade maxima de 30 g/100 g.
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Quanto a presengca de aditivos, sdo permitidos nos queijos ralados aqueles
autorizados no Regulamento Técnico de Identidade e Qualidade de Queijos para os
queijos utilizados como matéria-prima e sua concentragdo no produto final devera
corresponder aos limites maximos autorizados neste Regulamento (BRASIL, 1997). E
admitida a presencga de acido sérbico e seus sais de sodio, potassio e calcio, isolados ou
em combinagdo, na concentracdo maxima de 1000 mg/kg. Nitrato de sddio ou potassio,
isolados ou combinados, sao permitidos na concentragdo maxima de 50 mg/kg, expresso
em nitrato de sédio. Ambos acido sorbico e nitrato sdo utilizados com a funcao de
conservador. Admite-se, além disso, o uso dos aditivos necessarios a fabricagao de tipos
especificos de queijos, ndo podendo superar as concentragbes maximas indicadas no
produto final, independente da concentragdo dos referidos aditivos nos queijos usados
como matéria-prima (BRASIL, 1997).

Quanto aos critérios microbioldgicos, o queijo ralado deve estar de acordo com o
estabelecido pela Resolugédo n. 12 de 2 de janeiro de 2001 (ANVISA, 2001) para os
parametros Coliformes a 45 °C, Estafilococos coagulase positiva e Salmonella sp. Para os
queijos ralados elaborados a partir de queijos de média umidade € necessario analisar
também Listeria monocytogenes.

Na elaboragao dos queijos ralados € proibida a utilizagdo de queijos ndo aptos para
0 consumo humano, podendo, no entanto, serem admitidos aqueles que n&o estao
adequados para venda ao publico por apresentarem falhas morfolégicas ou de
apresentacao comercial, sempre que néo afetem a qualidade do produto final (BRASIL,
1997).

Com relacado a qualidade microbiolégica de queijos ralados, FRANCO & ALMEIDA
(1992) avaliaram 10 amostras de queijo parmesao ralado embalado e observaram que
100% das amostras atenderam a legislagao vigente do periodo. HOFFMANN et al. (2004)
analisaram bactérias mesofilas, fungos e bolores, coliformes fecais e totais,
Staphylococcus aureus, Escherichia coli e Salmonella sp. em varias marcas de queijo
ralado comercializadas em Sao Paulo. Os resultados revelaram que 10% das amostras
apresentavam niveis inaceitaveis de contaminagao de S. aureus.

PIMENTEL (2001) avaliou a qualidade de 18 marcas brasileiras de queijos ralados
por meio dos parametros microbiolégicos e dos teores de dez aminas bioativas. Foi
observado que 100% das amostras de queijos “parmeséo ralado”, “tipo parmeséao ralado”
e “ralado” ndo apresentaram células viaveis dos microrganismos pesquisados segundo a

legislagao vigente no periodo do estudo (ANVISA, 2001). No entanto, histamina e tiramina
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foram detectadas em teores capazes de causar efeitos toxicos ao homem em 50 e 66%
do total de amostras, respectivamente.

Teores elevados de aminas ja foram encontrados em queijos ralados,
principalmente nos obtidos da mistura de diferentes tipos de queijos, entre eles Prato,
Edam, Sbrinz, Reino, Tilsit, Mussarela e Provolone (VALE & GLORIA, 1998). Os autores
sugeriram que este achado poderia ser devido ao uso de queijos com defeitos ou o0 uso
de grandes quantidades de cascas, que apresentam maior teor de aminas. PATTONO et
al. (2000) analisaram quatro aminas biogénicas (putrescina, cadaverina, histamina e
tiramina) em oito marcas italianas de queijo ralado. Histamina foi encontrada em 100%
das amostras com teores variando de 0,96 a 12,14 mg/100 g; putrescina foi encontrada
em teores menores, 0,05 a 0,20 mg/100 g em 62,5%; tiramina e cadaverina foram
encontradas em 37,5% e em baixos teores (tragos a 1,32 mg/100 g).

Os queijos usados como matéria-prima tém condicdes mais favoraveis de
formagdo de aminas que os queijos ralados, que possuem baixa umidade e atividade de
agua, e ainda podem apresentar substancias conservadoras em sua composigado. Desta
forma, a causa mais provavel da presenca de teores elevados de aminas biogénicas no
queijo ralado é a ma qualidade microbiolégica dos queijos utilizados em sua fabricacao.
PIMENTEL (2001) sugeriu que os teores de histamina e tiramina em queijos, que serao
usados para a produgao de queijo ralado no Brasil, fossem utilizados como critério para
avaliar a aptidao ao consumo do produto final. Baseado na dose téxica das aminas € no
percentual de umidade perdido durante o processo de secagem, e considerando uma
margem de 10% de seguranca, PIMENTEL (2001) sugeriu como limite para histamina 7
mg/100 g e para tiramina 4 mg/100 g em queijos de baixa umidade (até 35,9 g/100 g) —
como Parmesao, Reggiano, Sbrinz, Provolone curado, Reino, Romano, Montanhés,
Edam, Quartiolo e para queijos de média umidade (36,0 a 45,9 g/100 g), como Prato e
Tilsit. Estes valores sdo mais baixos que os limites para pescado estabelecidos pela
legislacdo brasileira (BRASIL, 2002). Mas neste trabalho com queijos ralados, foram
avaliados os valores das outras aminas bioativas, que sdo fundamentais na resposta

toxica final.

3 METODOS DE DETERMINAGAO DE AMINAS

Os estudos de ocorréncia de aminas bioativas, bem como os de controle de sua

formacdao em alimentos ndao seriam possiveis sem o suporte dos métodos analiticos.
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Varios procedimentos tém sido desenvolvidos para isolar e quantificar aminas em
alimentos; entretanto, pesquisas continuam sendo realizadas para desenvolver métodos
mais simples, rapidos, sensiveis e de menor custo. As técnicas usuais para a
determinacdo de aminas envolvem as etapas de extracdo, purificacao, separacdo e
quantificagéo (TAYLOR, 1985).

O método atualmente descrito pela AOAC (1995) para determinagao de histamina
em peixe foi originalmente desenvolvido por STARUSZKIEWICZ et al. (1977). De acordo
com o procedimento, a amostra € homogeneizada com metanol a quente, filtrada,
aplicada a uma coluna de troca anibnica e, entdo, € realizada a derivagdo com o-
ftalaldeido (OPA), seguida de determinagdo fluorimétrica. No entanto, varios
pesquisadores sugerem para a determinagao de histamina; e de outras aminas; o uso de
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) ou de outros métodos também seletivos
que garantam a separacdo de aminas e outras substancias que podem interferir na
analise (ZEE et al., 1981; HURST, 1990; MORET & CONTE, 1996; VIEITES et al., 1997).
Entretanto, os equipamentos necessarios nas analises mais sensiveis e seletivas sao
sofisticados, nem sempre disponiveis em laboratérios de rotina.

Em seguida, sera discutida a importancia de cada etapa da determinacdo de

aminas e exemplos de métodos ja utilizados.

3.1 EXTRAGAO

Devido a complexidade da matriz dos queijos, caracterizada pelos elevados teores
de gordura e proteinas (NOVELLA-RODRIGUEZ et al., 2000) e pelas aminas ocorrerem
nos alimentos geralmente em misturas complexas e em baixas concentragdes, a extragao
e purificacdo sado etapas criticas para recuperacdo adequada das aminas (MORET &
CONTE, 1996).

A eficiéncia da extracdo depende do tipo e natureza das aminas presentes e dos
alimentos a serem analisados (ZEE et al.,, 1983). Nesta etapa, dois parametros sao
importantes, um € o solvente usado para a extragao, que esta relacionado com a matriz a
ser analisada, e o outro é a forma de preparo da amostra (MORET & CONTE, 1996).

As reacdes de protonacdo da amina e sua reversdo para a forma nao protonada,
em funcdo do pH, s&o obviamente cruciais no isolamento e andlise dessas substancias.
Desta forma, a combinagao apropriada de pH e solubilidade das aminas e de seus sais,
em solugdbes aquosas e em solventes organicos, tem sido bastante explorada
(BOUCHEREAU et al.,, 2000). A histamina apresenta elevada solubilidade em agua,
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etanol e cloroférmio quente e seu sal dicloridrato apresenta alta solubilidade em agua e
metanol e média em etanol (Tabela 1). A tiramina, por sua vez, apresenta solubilidade de
1 gem 95 mL de agua a 15 °C e em 10 mL de etanol fervente; na forma do sal cloridrato é
soluvel em agua com reacgado de neutralizagdo (WINDHOLZ, 1996). A solubilidade das
outras aminas presentes em alimentos pode ser observada na tabela 1.

A extracdo de aminas de uma matriz solida pode ser realizada com agua, a
temperatura ambiente (INGLES et al., 1985) ou em temperaturas elevadas (VOIGT et al.,
1974), bem como com solventes organicos como metanol (TAYLOR et al., 1978; GLORIA
& SOARES, 1993; AOAC, 1995) e etanol (SATO et al., 1970; WHEATON & STEWART,
1970) sendo possivel, nestas condigdes, extrair apenas as aminas livres. Pode-se
também, utilizar reagentes acidos como o acido cloridrico (EDWARDS & SANDINE, 1981;
GENNARO et al.,, 2003; CINQUINA et al., 2004; MARTUSCELLI et al., 2005), acido
perclérico (BAKER et al., 1987; NOVELLA-RODRIGUEZ et al., 2000; MINOCHA & LONG,
2004; ONER et al., 2006), acido tricloroacético (JOOSTEN & OLIEMAN, 1986; PATTONO
et al., 2000; LAPA-GUIMARAES & PICKOVA, 2004) ou &cido sulfosalicilico (WHEATON &
STEWART, 1965; POLLACK et al., 1992; BUTS et al., 1995), sendo possivel, nestas
condi¢des, extrair as aminas ligadas a outros componentes da matriz, dependendo da
concentracdo do acido. Pode-se ainda realizar uma extracdo aquosa em meio alcalino,
como no método descrito utilizando tampao borato em pH 10,4 (JALON et al., 1983;
BAILEY et al., 2003; MARKS & ANDERSON, 2005).

De modo geral, a extragéo é feita pela agitagcdo da amostra triturada e adicionada
de padréo interno, com acido em agitador orbital. O extrato é centrifugado a 4 °C, por 10 a
30 min, a uma velocidade de 3.000 a 26.000 x g dependendo do tipo de amostra. A
adicado de acido, agitagao e centrifugacao sao repetidas por mais vezes e os extratos sao
combinados e filtrados em papel de filtro. O extrato obtido pode ser utilizado diretamente
ou passar por etapa de purificacdo antes da determinacdo (ZEE et al., 1983; SIMON-
SARKADI et al., 1994; SHALABY, 1995; VALE & GLORIA, 1997; VASUNDHARA et al.,
1998; SADAIN & KOROPCHAK, 1999; NOVELLA-RODRIGUEZ et al., 2000; LAPA-
GUIMARAES & PICKOVA, 2004; MARTUSCELLI et al., 2005).

3.2 PURIFICAGAO
Alguns extratos necessitam de purificacdo antes da etapa de separagédo para

remover interferentes, como carboidratos, lipideos, aminoacidos e pigmentos. Essa etapa

pode ser realizada por extracao liquido-liquido ou por extracado em fase sdlida, utilizando-
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se cartuchos apolares ou resinas de troca iénica (VALE & GLORIA, 1997; CALBIANI et
al., 2005; MOLINS-LEGUA & CAMPIS-FALCO, 2005).

3.2.1 Extracao liquido-liquido

Na purificacdo por particido ou extragao liquido-liquido de aminas, o pH do extrato é
primeiramente ajustado a um valor alcalino com hidréxido de sodio, bicarbonato de sddio,
hidréxido de aménio ou carbonato de soédio (HURST, 1990; MORET & CONTE, 1996) e o
extrato é saturado com cloreto de sédio, carbonato de sédio ou outro (TAYLOR et al.,
1978). Em seguida, realiza-se a extragcdo com solvente organico, que pode ser n-butanol
(EDWARDS & SANDINE, 1981; MORET & CONTE, 1996; PANTAGE et al., 2005),
cloroférmio:n-butanol (MIETZ & KARMAS, 1978; NAGUIB et al., 1995; EL-SAYED, 1996),
éter etilico (NAKAMURA et al., 1979; VALE & GLORIA, 1997), acetato de etila (SEN,
1969; JALON et al., 1983), entre outros.

A presenca do sal € muito importante na recuperacdo adequada de aminas pelo
efeito de saturagdo do meio pelo aumento da forga ibnica (efeito “salting out”) e por evitar
a formagdo de emulsao entre as fases (VOGEL, 1989). VALLETRISCO et al. (1989)
indicaram o Na,CO3; como o sal ideal para obter extragcdes quantitativas, estando de
acordo com os resultados encontrados por TAYLOR et al. (1978) no estudo do efeito da
saturagao de varios sais na purificacdo de histamina. No entanto, alguns autores
relataram que é mais dificil padronizar a saturacdo com este sal, devido as diferentes
quantidades de solutos presentes em diferentes matrizes que podem influenciar a
solubilidade do NayCOj, variando também o valor de pH alcancado. Além disso, a
solubilidade do Na,COs é influenciada pela temperatura e uma variagdo de 5 °C pode
causar diferencas de 0,5 unidades de pH (MORET & CONTE, 1996; CASAL et al., 2002).
Devido a estes problemas ndo serem relatados para o NaCl, este sal tem sido
selecionado para a saturagcao dos extratos na purificagdo das aminas por extracio liquido-
liquido em varios estudos (SHORE et al., 1959; NAGUIB et al., 1995; LANGE et al., 2002).

O pH exerce grande influéncia no equilibrio da particdo de aminas entre a fase
aquosa e a organica. MORET & CONTE (1996) avaliaram a influéncia do pH na
recuperagcado de oito aminas purificadas por extragdo liquido-liquido em queijo, carne e
pescado e observaram que € essencial controlar o pH para obter resultados reprodutiveis.
Estes autores concluiram que o pH 11,5 representa o valor ideal para a maioria das
aminas, exceto para tiramina que apresenta sua recuperagao drasticamente reduzida,

chegando a um valor minimo entre pH 12,5 e 13,0 devido a ionizagdo da hidroxila
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fendlica. Ainda ha grande variabilidade nos valores de pH utilizados em varios estudos.
VOIGT et al. (1974) e EDWARDS & SANDINE (1981) analisaram histamina, tiramina e
triptamina, utilizando n-butanol na etapa de purificagcdo por extragao liquido-liquido, em
extratos de queijos com pH ajustado em 10 e superior a 12, respectivamente.
INNOCENTE & D’AGOSTIN (2002) analisaram seis aminas utilizando n-butanol e extratos
de queijos com pH ajustado em 11,5. Varios autores ndo descrevem os valores de pH
utilizados durante a anadlise, mas alguns relatam a quantidade de base utilizada,
sugerindo alcangar valores aproximados de 11 (SHORE et al., 1959), 12 (NAGUIB et al.,
1995) e superiores a 13 (VALE & GLORIA, 1997; LANGE et al., 2002).

Segundo MORET & CONTE (1996), n-butanol:cloroférmio (1:1) é eficiente para
purificacdo de aminas em amostras de peixe e produtos carneos e n-butanol para queijos.
Entretanto, VALE & GLORIA (1997) observaram que a purificagdo com éter etilico foi mais
eficiente para queijos comparado ao n-butanol. Ainda ndo ha um consenso sobre qual a
condigdo mais adequada para purificagdo das aminas bioativas em queijo.

A purificagdo por extragado liquido-liquido classica utilizando o funil de separagao
tem sido freqlentemente associada a algumas desvantagens, como formacado de
emulsdo, separacao ineficiente das fases, e alto consumo de solventes e de tempo.
Procedimentos alternativos de preparo de amostra tém sido estudados como a extracao
sélido-liquido com a utilizagdo de um tipo de terra diatomacea (Extrelut®) que adsorve a
amostra de base aquosa em uma grande area de contato, permitindo a extragdo do
componente de interesse ao passar o solvente organico através do suporte, conforme
demonstrado na figura 3. A teoria do uso de Extrelut® nao é diferente da extragéo liquido-
liquido, isto é, a amostra deve ter o pH ajustado na faixa adequada para o composto em
questao; é possivel ainda adicionar sal ao extrato para uma melhor eficiéncia da extragcao
pelo efeito salting out e a adicdo do solvente imiscivel em agua deve ser feita em
pequenas porgdes (VWR..., 2005b). Este procedimento tem sido preferido por alguns
autores por ser mais pratico, por economia de solvente e pela facilidade de separagao das
duas fases sem a formacao de emulsao (Di MUCCIO et al., 1999). O custo do material
deve ser avaliado para analise da viabilidade do uso.

Extrelut® tem sido utilizada na purificagdo de amostras para analise de anfetamina
e outros farmacos em material biolégico (KUDO et al., 2003; NISHIDA et al., 2003),
fungicidas em hortalicas (Di MUCCIO et al., 1999), aminas heterociclicas em varios
alimentos (JANOSZKA et al., 2001; SANTOS et al., 2004; WARZECHA et al., 2004) e
aminas bioativas de meio de cultura (BILIC, 1996). Nado ha muitos dados sobre a

utilizacdo desta, na purificacdo de aminas bioativas de alimentos.
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1. Extrelut

2. Adicio do extrato aguoso

3 Distribuic@o da fase aguasa na
o Extrelut
.I:-J

3. Adicdo do solvente orgénico
{ndo miscivel em dgua)

2, Eluigdo

Substéncias lipofilicas purificadas
do extrato

Figura 3: Processo de purificagdo por extragcao solido-liquido utilizando Extrelut®.
Fonte: VWR... (2005a).

3.2.2 Purificagao por extracao em fase solida

Cartuchos C4g sdo amplamente utilizados para purificagcdo ou concentracdo de
substancias apolares ou moderadamente polares (LANGE et al., 2002; SANTOS et al.,
2004). Este procedimento ndo é adequado para compostos muito polares; nestes casos,
os trocadores idnicos sao mais eficazes (BUSTO et al., 1995).

O uso de resinas de troca iénica na purificacdo de amostras oferece vantagens
quando comparado com purificagao por solventes, como preparacao rapida das amostras,
alta taxa de recuperacdo sem a formacdo de emulsdo, alta precisdo, economia de
solventes e possibilidade de automatizacédo de todo o processo (LIMA, 1999).

A troca ibnica é baseada na adsorcao reversivel e diferencial dos ions da fase
movel pelo grupo trocador da resina. A afinidade distinta entre os ions da fase movel e da
resina € devido a diferenca de cargas, sendo possivel controla-la utilizando fatores como
pH e forga ibnica (COLLINS et al., 1997; LIMA, 1999). Os trocadores ibnicos podem ser
aniénicos, utilizados para reter substancias com carga negativa, ou catibnicos para

substancias com carga positiva. A matriz destes trocadores pode ser inorganica, como
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alumina e bentonite, ou organica, como os copolimeros de estireno-divinilbenzeno e
dextrano, sendo que a ultima tem sido mais utilizada devido a sua maior estabilidade em
ampla faixa de pH, temperatura e entre solventes (COLLINS et al., 1997).

A troca anibnica tem sido utilizada na purificagcdo de extratos de alimentos contento
aminas com o intuito de retirar principalmente aminoacidos e as vezes de compostos
fendlicos (STARUSZKIEWICZ et al., 1977). A troca catidnica também é capaz de separar
aminoacidos e aminas e tem sido mais utilizada na separagéo destas substancias (VOIGT
et al., 1974; INGLES et al.,, 1985; BUSTO et al., 1995; SIMON-SARKADI & HODOSI,
1995).

As resinas de troca catidnica do tipo arilsulfénica (-SO3’) sdo fortemente acidas.
Sao deste tipo as resinas Amberlite IR-120, Amberlite CG-120 e a Dowex-50. As resinas
que contém grupos carboxilicos (-COOH), Amberlite CG-50 e Amberlite IRC-50,
comportam-se como trocadoras de cations fracamente acidas (LIMA, 1999).

Na purificagdo com resinas de troca i6nica, um ajuste inicial do pH do extrato é
requerido, seguido de ativagdo da resina, lavagem, aplicacdo do extrato e etapas de
eluicdo (MORET & CONTE, 1996).

Na purificagdo de histamina, tiramina e triptamina em amostras de queijo, VOIGT et
al. (1974) usaram a resina Amberlite CGC-270 (fracamente acida). O extrato aquoso foi
passado através da coluna, a qual foi, em seguida, lavada com 50 mL de agua destilada
deionizada, sendo as aminas eluidas com 30 mL de HCI 1,0 mol/L. Para separacéao e
quantificacao destas aminas, foi utilizada a cromatografia de camada delgada.

SIMON-SARKADI & HODOSI (1995) utilizaram analisador de aminoacidos com
resina de troca ibnica Dowex-50 na purificagdo de amostras de queijo. Apos aplicacéo de
10 mL do extrato acido na coluna, esta foi lavada com 40 mL de tampao fosfato 0,1 mol/L
(pH 8,0), 40 mL de HCI 1,0 mol/L e as aminas eluidas com 15 mL de HCI 6 mol/L. Foram
recuperadas tiramina, histamina, putrescina, cadaverina, espermidina, espermina e
agmatina.

Outros tipos de substancias podem ser utilizados na purificagdo de amostra, como
a bentonite, mineral argiloso, composto principalmente de esmectita, que define suas
propriedades fisicas. E composta de silica e alumina, dispersa prontamente em agua em
particulas muito pequenas e, geralmente, apresenta-se com carga negativa, que é
balanceada com cétions adsorvidos, como sodio e calcio. Apresenta comportamento
tixotropico (ocorre liquefagdo dos géis quando agitados e gelatinizagdo em repouso),
capacidade de adsorgcdo e floculagdo. Como consequéncia, tem sido empregada em

varias areas, incluindo na industria alimenticia, onde tem sido amplamente utilizada como
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coadjuvante em tratamento de mostos e vinhos, clarificacdo de vinagres e sucos de frutas
e também em processos de descoloragao de 6leos vegetais (BARBANTI et al., 1997).

O principal efeito da bentonite nos tratamentos de mostos e vinhos € a precipitacéo
de proteinas pela adsor¢cdo e neutralizagdo das cargas. Este efeito ocorre também com
outros compostos nitrogenados, como aminoacidos e aminas, em proporgdes diferentes
dependendo da estrutura da substancia e das condi¢gdes do meio (PUIG-DEU et al.,
1999).

ESSINGTON (1994) estudou a adsorcdo da anilina e da toluidina em um tipo de
bentonite. A adsor¢ao da amina foi dependente do pH, sendo que o maximo de adsorgao
ocorreu quando o pH da solugao se aproximava do pK,; da amina. Além disso, a adsor¢ao
da amina aumentou com a diminuigéo da forga idnica.

Alguns estudos tém demonstrado a redugdo do teor de aminas bioativas em vinhos
tratados com bentonite (JAKOB, 1968; DESSER & BANDION, 1985). Observando isto, a
bentonite pode ter um potencial analitico na etapa de purificacdo de extratos para

determinacéo de aminas.

3.3 DETECGAO DE AMINAS

A detecgéo por espectrofotometria de absor¢do molecular na regido do ultravioleta
(UV) permite a analise de tiramina e triptamina a 280 nm, feniletilamina a 254 nm e
histamina a 215 nm. As aminas alifaticas ndo apresentam caracteristicas estruturais que
permitam sua deteccao direta por espectroscopia no UV. Nestes comprimentos de onda,
muitas outras substancias apresentam absorg¢ao; entdo, apesar de ser possivel a
deteccdo no UV de algumas aminas bioativas sem a etapa de derivagdo, ha a
necessidade do uso de protocolos extensos de purificagdo das amostras para evitar
interferentes ou métodos sofisticados de separagédo (JOOSTEN & OLIEMAN, 1986).

Poucos autores descreveram o uso da detecgao no UV para determinacido de
aminas bioativas em alimentos sem a etapa de derivacdo. INGLES et al. (1978)
analisaram tiramina em chocolate por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) com
deteccdo a 280 nm, no entanto, a determinacao de histamina n&o foi possivel por este
método. Por outro lado, CHANG et al. (1985) analisaram tirosina, histidina, triptofano,
tiramina, histamina e triptamina em queijo por CLAE com par iénico com detecgédo a 220
nm. PELLATI et al. (2002) utilizaram a deteccdo a 220 nm para determinagao de
octopamina, sinefrina e tiramina em frutas citricas. WHEATON & STEWART (1970)
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utilizaram a cromatografia de troca catibnica para separagédo de tiramina e seu derivado
metilado, sinefrina e octopamina de extratos de plantas e detec¢cdo a 238 nm.

A determinacdo das aminas bioativas por espectrofotometria de absorcao
molecular ou espectrofluorometria € possivel pelas reacdes de derivagdo com ninidrina
(INGLES et al.,, 1985; JOOSTEN & OLIEMAN, 1986; SIMON-SARKADI et al., 1994;
STANDARA et al., 2000), cloreto de dansila (BUTS et al., 1995; PATTONO et al., 2000;
MARTUSCELLI et al., 2005), orto-ftalaldeido (REUVERS et al., 1986, NOVELLA-
RODRIGUEZ et al., 2000); fluorescamina (TAYLOR et al.,, 1978; van HAASTER et al.,
1993; LOWE et al., 1994); 9-fluorenilmetil cloroformato (HARDUF et al., 1988; AYGUN et
al., 1999; LOZANOQV et al., 2004); cloreto de dabsila (KRAUSE et al., 1995; ROMERO et
al., 2000), cloreto de benzoila (KRIZEK & PELIKANOVA, 1998; PALEOLOGOS et al.,
2003; TSAI et al., 2005b); a-nitro-p-naftol (SEN, 1969; JALON et al., 1983; ULLA et al.,
1989); dentre outros (YOU et al., 1999; KIRSCHBAUM et al., 2000; LIU et al., 2001;
ZHANG & SUN, 2004; PATANGE et al., 2005). As estruturas quimicas dos principais
derivantes de aminas estdo apresentadas na figura 4. As reagdes de derivagdo séo
importantes para permitir a deteccdo de substancias, como a histamina, que nao
apresentam leitura confiavel na regidao do UV em equipamentos comuns e aumentar a

seletividade dos métodos de identificacao e quantificacao.
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Figura 4: Estrutura quimica das principais substancias utilizadas na derivagao de aminas.
Fmoc: fluorenilmetil cloroformato.


http://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/e/e0/Fluorescamine.png

45

Ninidrina é um derivante amplamente utilizado na analise de aminoacidos e reage
com grupos amino livres para formar um complexo lilds conhecido como lilas de
Ruhemann com absorvancia maxima a 570 nm (WHITE & HART, 1992; WALLACE &
FOX, 1998), conforme mecanismo de reagao apresentado na figura 5. Ninidrina é sensivel
a luz, ao oxigénio atmosférico e a mudancgas de pH e temperatura e quando se oxida, a
cor do derivado ndo desenvolve bem a 570 nm, mas a absor¢do a 440 nm permanece
quase constante (WHITE & HART, 1992).
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Figura 5: Reagao da ninidrina com aminas primarias.
Fonte: PETROVSKAIA et al. (2001).

Cloreto de dansila (cloreto de 5-dimetilaminonaftaleno-1-sulfonila) tem sido
amplamente utilizado na determinagdo de aminas bioativas. Este reage com grupos
amino primario (figura 6) e secundario, imidazois, fendis e alguns alcoois; no entanto, nas
condi¢gdes de pH usualmente utilizadas na anélise de aminas e aminoacidos a reagédo com
fenodis e alcoois € lenta (SEILER, 1970). Os derivados de dansila exibem uma intensa
fluorescéncia amarela e podem ser detectados em pequenas quantidades utilizando
comprimento de onda de excitagdo na faixa de 350 a 360 nm e emissao entre 495 e 510
nm.

Em meio alcalino contendo um agente redutor, como mercaptoetanol, orto-
ftalaldeido (OPA) reage com grupo amino primario (figura 7), formando um composto
fluorescente com comprimento de onda de excitagdo de 330 a 360 nm e emissao de 425
a 466 nm (LERKE & BELL, 1976; REUVERS et al., 1986; SALAZAR et al., 2000). Este
composto também pode ser detectado por espectrofotometria a 330 - 340 nm (WHITE &
HART, 1992; CONCA et al., 2001). A vantagem de utilizar o OPA ao invés do cloreto de
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dansila (DnsCl) é a seletividade do OPA-mercaptoetanol por aminas primarias (REUVERS
et al., 1986). No entanto, o derivado formado com histamina e outras aminas é estavel por
apenas 1 h (LERKE & BELL, 1976; STARUSZKIEWICZ et al., 1977).
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Figura 6: Reacgao do cloreto de dansila com aminas primarias.
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Figura 7: Reacgao de orto-ftalaldeido e mercaptoetanol com aminas primarias.
Fonte: WHITE & HART (1992).

Fluorescamina reage com compostos que possuem grupo amino primario quase
instantaneamente a temperatura ambiente e em solugdo aquosa com pH 7,5 - 9,0. Os
derivados formados apresentam excitacdo a 360 nm e emissao a 440 nm, e sao estaveis
por uma semana (van HAASTER et al., 1993; LOWE et al., 1994).

Fluorenilmetil cloroformato (FMOC) foi originalmente utilizado na pratica analitica
como um derivante fluorescente na analise de aminoacidos e atualmente é utilizado
também na analise de varios compostos que possuem a fungdo amino (LOZANOV et al.,
2004). FMOC é capaz de reagir com aminas primarias e secundarias (WHITE & HART,
1992) e os derivados formados apresentam excitagdo a 265 nm e emissdo a 310 nm
(AYGUN et al., 1999).
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Também €& possivel utilizar na analise de aminas deteccdo amperométrica
(DRAISCI et al., 1998; PASTORE et al., 2005), condutimétrica (REY & POHL, 2003;
CINQUINA et al., 2004; KVASNICKA & VOLDRICH, 2006) ou eletroquimica (SADAIN &
KOROPCHAK, 1999; YASHIN & YASHIN, 2004).

3.4 SEPARAGCAO E ANALISE DE AMINAS

N&do existe uma técnica unica para a determinagdo de aminas em alimentos.
Cromatografia em papel (PISANO et al., 1961; SATO et al.,, 1970; SEILER, 1986),
cromatografia em camada delgada (NAGUIB et al., 1995; EL-SAYED, 1996; LAPA-
GUIMARAES & PICKOVA, 2004), cromatografia de troca-iénica (ZEE et al., 1981;
STANDARA et al., 2000; SACCANI et al., 2005), cromatografia gasosa (SEN, 1969;
BAKER et al.,, 1987; ANTOINE et al., 2002); cromatografia liquida de alta eficiéncia
(CLAE) em fase reversa (LOWE et al.,, 1994; TAMIN et al., 2002) ou com par iénico
(REUVERS et al., 1986; IZQUIERDO-PULIDO et al., 1993; VALE & GLORIA, 1997;
NOVELLA-RODRIGUEZ et al., 2000); eletroforese capilar (FERNANDEZ-GARCIA et al.,
1999; LANGE et al.,, 2002; KVASNICKA & VOLDRICH, 2006); e ensaios imuno-
enzimaticos (SERRAR et al., 1995; AYGUN et al., 1999; MARCOBAL et al., 2005) s&o
alguns métodos que vém sendo utilizados para separar, identificar e quantificar aminas
em alimentos. Os métodos diferem na sensibilidade, seletividade, facilidade de preparo da
amostra, velocidade de separacgao e custo.

Ha alguns anos atras, trabalhos foram desenvolvidos para separagdo de
poliaminas por cromatografia em papel (PISANO et al., 1961; SATO et al., 1970; SEILER,
1986). Embora esta técnica seja especifica, ultimamente ndo tem sido muito utilizada por
ser demorada, semi-quantitativa e imprecisa a baixas concentragdes (SEN, 1969).
Entretanto, pode ainda ser util para determinagdes qualitativas, em locais nos quais
equipamentos mais sofisticados nao estao disponiveis.

Alguns autores sugerem o uso de cromatografia em camada delgada para a
determinacdo de aminas em alimentos (SHALABY, 1994; NAGUIB et al., 1995; EL-
SAYED, 1996; LAPA-GUIMARAES & PICKOVA, 2004). Nessa técnica, a amina pode ser
separada, identificada e quantificada semelhante a cromatografia em papel. A maior
dificuldade na aplicagdo pratica da cromatografia de camada delgada e de papel baseia-
se na alta polaridade das poliaminas, o que torna a sua recuperagdo, em solugdes

contendo sais, extremamente dificil. Além disto, os aminoacidos e as aminas sao eluidos
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juntos, sendo que a separagdo nao é facilmente conseguida por um sistema
unidimensional (SEILER, 1986).

Os ensaios imuno-enzimaticos utilizam geralmente procedimentos rapidos e
envolvem etapas de extragdo da amina, reacdo enzimatica e determinacéo colorimétrica.
No entanto, os kits comercializados sao caros, a determinagao € para apenas uma amina,
geralmente histamina, e a determinacdo pode apresentar interferéncia das outras aminas
(SERRAR et al., 1995; AYGUN et al., 1999; SATO et al., 2005).

Atualmente, os métodos mais utilizados envolvem a cromatografia liquida de troca
ibnica ou a cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) em fase reversa, que sao mais

seletivos e sensiveis, permitindo a determinacido de pequenas quantidades de aminas.

3.4.1 Cromatografia de troca i6nica

Em varios trabalhos descritos na literatura, as aminas sao separadas e
quantificadas por cromatografia de troca i6nica utilizando-se o analisador de aminoacidos,
que € um cromatografo liquido com coluna de troca ibnica e com sistema de deteccéo e
quantificacdo. A detecgao e quantificacdo sdo geralmente realizadas apds reagdo com
ninidrina (NAKAMURA et al., 1979; ZEE et al., 1981; SIMON-SARKADI et al., 1994). Mas
pode-se fazer também a derivagdo pds-coluna com OPA na presengca de 2-
mercaptoetanol ou com fluorescamina, os quais aumentam a sensibilidade do método
(SEILER, 1986).

Devido a grande capacidade das resinas de troca ibnica, € possivel aplicar
amostras sem pré-purificagdo ou concentragdo (SEILER, 1986). Isto, segundo alguns
autores, torna o método de analise de aminas bioativas em alimentos utilizando troca
ibnica, uma técnica mais simples quando comparada a outros métodos, pois requer
menor preparo da amostra (HALASZ et al., 1994; SIMON-SAKARDI & HODOSI, 1995).
Além disto, esta técnica tem capacidade de separar um grande numero de aminas com
razoavel sensibilidade e precisdo (ZEE et al., 1983).

Utilizando analisador de aminoacidos, derivacdo com ninidrina e detecgao
espectrofotométrica a 570 nm, onze aminas foram determinadas em amostras de carnes
frescas e processadas (ZEE et al., 1983) e de queijo (ZEE et al., 1985). As aminas foram
eluidas da coluna de troca catidnica C-4 com sistema de eluicdo com cinco solucdes
tampao com valores de pH 5,55; 5,65; 6,10; 9,60 e 12,75. Segundo os autores, este

método néo foi limitado pelo numero de aminas presentes ou afetado por contaminantes.
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A cromatografia de troca ibnica foi utilizada por INGLES et al. (1985) na
determinacédo de aminas em amostras de queijo, peixe, iogurte, chocolate, bebidas e
produtos fermentados. O método empregou trés etapas de eluicdo com tampdes citrato
de sodio e borato de sbédio e derivagdo com ninidrina. Segundo os autores, o
procedimento € confiavel, porém, o tempo de corrida de cada amostra foi de
aproximadamente seis a oito horas.

A troca ibnica foi utilizada também na analise de histamina, cadaverina e
putrescina em amostras de sardinha. As aminas foram separadas em coluna sulfénica
(contra-ion Na*) e eluidas com dois sistemas de tampao citrato trissddio pH 5,5 e 5,7
(ABABOUCH et al., 1991).

BARATH et al. (1995) compararam a separacdo de aminas em analisador de
aminoacidos com derivagao pré-coluna com ninidrina, e CLAE também com derivagao
pré-coluna com ninidrina, em amostras de carne e cerveja. Os autores concluiram que o
método de troca idnica foi mais simples e a reprodutibilidade melhor que o método por
CLAE. Entretanto, o tempo de analise foi maior na troca i6nica. Atualmente os métodos de
cromatografia de troca ibnica conseguem otimizar as condigdes para analises com tempo
inferior a 30 min (SADAIN & KOROPCHAK, 1999; CONCA et al., 2001; REY & POHL,
2003).

3.4.2 Cromatografia liquida de alta eficiéncia

A analise de aminas bioativas em alimentos por CLAE, além de oferecer a
vantagem de separagao e quantificacdo simultdnea das aminas, permite maior rapidez e
sensibilidade.

Varios tipos de coluna podem ser usados na separagdo de aminas bioativas pela
CLAE. As mais utilizadas sdo Cqg (VALE & GLORIA, 1997) e Cg (IBE et al., 1991; LOWE
et al., 1994). A separagao pode ser realizada por sistema de eluigdo isocratico, que
normalmente ndo é capaz de separar todas as aminas, ou gradiente, utilizando como
solventes agua:metanol, agua:acetonitrila e agua:tampéao fosfato (LIMA, 1999). Além
disso, quase todos os tipos de deteccdo podem ser acoplados ao sistema de CLAE,
incluindo espectrofotométrica no ultravioleta-visivel (UV-VIS), fluorescéncia e
eletroquimica (BOUCHEREAU et al., 2000).

A CLAE por fase reversa é considerada a técnica mais adequada para analise de
aminas em alimentos ao se utilizar derivagéo pré-coluna com cloreto de dansila (MORET
& CONTE, 1996). VASUNDHARA et al. (1998) determinaram seis aminas, entre elas a
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histamina e a tiramina, por CLAE em fase reversa, em amostras de queijos, produtos
carneos, chocolates e vinhos. Foram utilizados derivacdo pré-coluna com cloreto de
dansila e eluicdo com gradiente linear de metanol e agua.

A introdugcdo de contra-ion como o sal sédico dos acidos hexanosulfénico,
heptanosulfénico ou octanosulfénico na fase moével utilizada na CLAE de fase reversa é
denominado CLAE com par idnico e melhora a separagcao das aminas. Isto ocorre devido
a neutralizagdo das aminas, aumentando o seu tempo de retengdo na coluna (LIMA,
1999).

VALE & GLORIA (1998) e NOVELLA-RODRIGUEZ et al. (2000) determinaram 10
aminas em queijos utilizando, como método de separagédo, a CLAE de fase reversa com
par iénico, coluna uBondapak C1s e gradiente de eluigdo. Os primeiros autores utilizaram
tampao acetato em pH 5,0, metanol e acetonitrila como eluentes e os segundos autores,
tampao acetato em pH 5,3 e acetonitria. As aminas foram quantificadas
espectrofluorometricamente apés derivagao pds-coluna com o-ftalaldeido.

A CLAE com par ibnico tem sido utilizada com sucesso na determinagao de aminas
em queijo e varios outros produtos. Esta tem sido a técnica de escolha e também a
recomendada pela Comunidade Européia para analise de aminas em peixes (VALE &
GLORIA, 1997; NOVELLA-RODRIGUEZ et al., 2000; SANTOS et al., 2003). Entretanto,
0S recursos necessarios para este método de analise ndo estao disponiveis em todos os
laboratérios. Desta forma, sdo necessarios o desenvolvimento e a validagdo de um
procedimento analitico sensivel e econbmico para a determinacao destas substancias,
utilizando etapas simples de extragao, purificacdo e quantificagcdo em espectrofotdmetro
de absorcdo molecular, mesmo que seja apenas um teste preliminar, semi-quantitativo,

tipo screening.
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CAPITULO |
PERFIL E TEORES DE AMINAS BIOATIVAS EM
QUEIJO RALADO

RESUMO

Este trabalho teve como objetivo identificar o perfil e teores de histamina, tiramina e
outras aminas bioativas em diferentes marcas e tipos de queijo ralado. Treze marcas de
queijo ralado foram adquiridas no mercado consumidor de Belo Horizonte, MG (2005-
2006) e as aminas bioativas foram determinadas por CLAE com par i6nico. Foi detectada
a presenga das dez aminas bioativas investigadas. Serotonina, agmatina, espermidina,
triptamina, feniletilamina e espermina estavam presentes em baixos teores. Putrescina e
cadaverina foram encontradas em 87% e 100% das amostras analisadas, em teores de
até 30,20 e 85,05 mg/100 g, respectivamente. Histamina e tiramina foram detectadas em
teores de até 78,27 e 34,42 mg/100 g, respectivamente. Destas amostras, 62% poderiam
causar intoxicacdo pela histamina. Em 56% das amostras os teores de tiramina
excederam 6 mg/100 g podendo causar enxaqueca, e em 36% os teores encontrados
foram acima de 10 mg/100 g podendo provocar crise hipertensiva em individuos em
tratamento com inibidores da monoaminoxidase. Comparando-se os teores de aminas
nos queijos analisados nos periodos de 2005 a 2006 e 1999 a 2001, apesar da redugao
dos teores maximos de histamina e tiramina, ndo houve melhoria na qualidade dos
queijos ralados, visto que 62% das amostras poderiam causar intoxicagdes. Desta forma,
os teores de tiramina e histamina em queijos ralados deveriam ser um critério de
qualidade higiénico-sanitario. A partir dos resultados da correlagdo, quando a analise de
histamina e tiramina separadamente nao for viavel, é possivel utilizar os teores de aminas
biogénicas, aminas totais ou da soma de histamina e tiramina para avaliar a aptidao do

queijo utilizado como matéria-prima para queijo ralado.

Palavras-chave: Queijo ralado, aminas bioativas, histamina, tiramina, qualidade.
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1 OBJETIVOS

Este trabalho teve como objetivo caracterizar o queijo ralado em relagdo as aminas
bioativas. Os objetivos especificos foram (i) determinar os tipos e teores de aminas
presentes em amostras de queijos ralados obtidos no mercado consumidor de Belo
Horizonte, MG no periodo de 2005 a 2006; (ii) comparar estes dados com aqueles obtidos
para queijo ralado comercializado em 1999-2001; e (iii) correlacionar os teores de

histamina e tiramina com os teores totais de aminas e de aminas biogénicas.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 MATERIAL

2.1.1 Amostras

Amostras de queijo ralado com denominagéo de origem certificada pelo Servigo de
Inspecao Federal (SIF) foram adquiridas ao acaso, no periodo de margo de 2005 a maio
de 2006 em grandes redes de supermercados de Belo Horizonte, MG. Treze marcas de
queijo ralado (trés lotes com 100 g cada) foram analisadas quanto aos teores de aminas
bioativas. Todas as analises foram feitas em duplicata, sendo respeitado o prazo de

validade.

2.1.2 Reagentes e solventes

Os reagentes utilizados foram de grau analitico, exceto os solventes utilizados na
CLAE (acetonitrila e metanol), que foram de grau cromatografico. A agua ultrapura foi
obtida do Sistema Milli-Q Plus (Millipore Corp., Milford, MA, EUA).

Os padrbes das aminas bioativas histamina (HIM, dicloridrato), tiramina (TIM,
cloridrato), espermina (EPM, tetracloridrato), espermidina (EPD, tricloridrato), agmatina
(AGM, complexo sulfato creatinina), putrescina (PUT, dicloridrato), cadaverina (CAD,

dicloridrato), 2-feniletilamina (FEM, cloridrato), triptamina (TRM) e 5-hidroxitriptamina
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(serotonina — SRT, cloridrato) foram adquiridos da Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO,
EUA) com pureza acima de 99%. orfo-Ftalaldeido e o antiespumante Brij-35 também

foram adquiridos da Sigma.

2.1.3 Preparo da solugao padrao de aminas

As aminas foram pesadas considerando-se o peso da base livre e foram
dissolvidas em acido cloridrico 0,1 mol/L, obtendo-se solug¢des individuais de 1,0 mg de
cada amina/mL. Um mililitro de cada amina foi transferido para um baldao volumétrico de
10,00 mL para preparo da solugado contento 0,1 mg/mL de cada amina. As solugbes de
trabalho foram preparadas pela diluicdo com HCI 0,1 mol/L de 0,5; 1,0; 2,0; 4,0; 6,0 e 10,0
mL da solugdo com as dez aminas em baldo volumétrico de 100,00 mL, obtendo-se as
concentragodes 0,5; 1,0; 2,0; 4,0; 6,0 e 10,0 ug/mL. Estas solug¢des foram utilizadas para o

preparo da curva padrao externa que foi utilizada para quantificar as aminas.

2.2 METODOS DE ANALISE

2.2.1 Extragao das aminas bioativas

As aminas foram extraidas por adicdo de 15,0 mL da solucdo de HCI 1,0 mol/L a
cerca de 5,0000 g de amostra de queijo ralado. As amostras foram homogeneizadas em
mesa agitadora orbital a 250 rpm, por 10 min, e centrifugadas a 11.180 g a 4 °C, por 21
min. Em seguida, foram filtradas em papel de filtro qualitativo. A extragao foi repetida por
mais duas vezes, os filtrados foram combinados e o volume foi completado para 50,00

mL.

2.3.1 Separacao e determinacao de aminas bioativas por CLAE com par idnico

Todos os extratos obtidos foram filtrados em membranas de 13 mm de didmetro e
0,45 um de tamanho do poro, tipo HAWP (Millipore Corp. Milford, MA, EUA). As aminas
foram separadas por CLAE de fase reversa com par ibnico e quantificadas
fluorometricamente a 340 e 445 nm de excitacdo e emissdo, respectivamente, apos
derivagao pos-coluna com o-ftalaldeido.

Foi utilizado sistema de cromatografia liquida de alta eficiéncia Shimadzu, modelo

LC-10 AD (Kyoto, Japao), com camara de mistura a baixa pressao; conjunto de lavagem
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automatica de pistdo; injetor automatico (modelo LC-10 AD); detector
espectrofluorométrico (modelo RF-551, Shimadzu); e uma unidade de controle CBM-10
AD conectada a um computador. O sistema de derivacdo pods-coluna foi montado com
uma camara de mistura (volume morto igual a zero), instalada entre a saida da coluna e o
detector; um tubo de teflon (sob abrigo da luz) de 2 m de comprimento e 0,25 mm de
didmetro conectado entre a cdmara de mistura e o detector e uma bomba LC-10 AD
(Shimadzu, Kioto, Japao).

Foi utilizada coluna uBondapak C1s em fase reversa de 3,9 x 300 mm, tamanho das
particulas da resina de 10 um (Waters, Milford, MA, EUA), pré-coluna uBondapak C1s
(Waters) e sistema gradiente de eluigdio em ambiente com temperatura controlada
(21 + 1 °C). A fase mével utilizada foi constituida de dois solventes: A - tampao acetato
0,2 mol/L contendo octanossulfonato de sédio 15 mmol/L e pH ajustado para 4,9 com
acido acético e B - acetonitrila. As fases méveis foram filtradas em membranas (47 mm de
didametro e 0,45 um de tamanho de poro) tipo HAWP para solvente aquoso e HVWP para
solvente organico (Millipore Corp., Milford, MA, EUA). O fluxo utilizado foi de 0,8 mL/min e
o gradiente de eluigdo dos solventes foi: 0,01 a 13 min a 11 % de B, 19 min a 30%, 24 min
11% e término a 50 min.

A solucao derivante foi preparada dissolvendo-se 25 g de acido bérico e 22 g de
hidroxido de potassio em 500 mL de agua ultra-pura, pH ajustado para 10,5 com hidréxido
de potassio. A esta solugéo foram adicionados 0,2 g de o-ftalaldeido dissolvido em 3 mL
de metanol, 1,5 mL de Brij-35 (antiespumante) e 1,5 mL de mercaptoetanol, conforme
descrito por GLORIA & DAESCHEL (1995). A solucdo derivante foi preparada
diariamente, mantida sob abrigo da luz e bombeada a caAmara de mistura a um fluxo de
0,4 mL/min.

A identificagdo das aminas foi feita por comparacdo do tempo de retencdo dos
padrdes com o das amostras e a confirmacéao, pela adicao de solugao padrao contendo a
amina suspeita a amostra. A quantificacdo das aminas foi feita por interpolacao direta nas
curvas analiticas com coeficientes de determinagcdo superiores a 0,9992. Para
confirmacéo da reprodutibilidade da analise durante o dia e também entre os dias,
padrées externos na concentragdo de 4,0 ug/mL das 10 aminas bioativas foram

analisados diariamente a cada quatro amostras.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 PERFIL E TEORES DE AMINAS BIOATIVAS EM QUEIJOS RALADOS

De acordo com a descricdo dos ingredientes nos respectivos rotulos, as amostras
foram agrupadas em queijo parmeséo ralado (QPR), queijo tipo parmeséo ralado (QTPR)
e queijo ralado (QR). Nas amostras denominadas QPR (7 marcas — A a G), o ingrediente
era o queijo parmeséao; nas amostras QTPR (3 marcas — H a J), os ingredientes eram
leite, fermento latico, coalho e sal; e nas amostras QR (3 marcas — K a M), os ingredientes
eram misturas respectivamente de queijos fundidos e parmeséo; sbrinz, reino, tilsit, prato
€ parmesao; queijo tropical e mussarela.

Os teores de aminas bioativas encontradas nas diferentes marcas de queijo
parmesao ralado, queijo tipo parmesao ralado e queijo ralado estdo indicados na tabela
[.1. Todas as aminas bioativas pesquisadas foram detectadas nas amostras analisadas
com teores totais variando de 5,27 a 141,51 mg/100 g (figura 1.1). Entre as marcas de

queijo parmesao ralado, foi observada a maior diferenga dos teores de aminas.
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Figura 1.1: Teores totais de aminas bioativas de amostras de queijo ralado coletadas no
mercado consumidor de Belo Horizonte, MG, no periodo de margo de 2005 a maio de
2006. QPR — queijo parmesao ralado, QTPR — queijo tipo parmes&o ralado, QR — queijo ralado.
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Tabela I.1: Teores de aminas bioativas em queijo parmeséao ralado, queijo tipo parmeséao
ralado e queijo ralado

Amostra Teores de aminas bioativas (mg/100 g)

HIM  TIM EPM EPD AGM PUT CAD FEM TRM SRT

Queijo Parmesao

A min 0,08 1,10 0,06 0,05 nd nd 0,15 0,29 nd nd
max 040 392 0,28 0,36 0,76 0,06 0,23 1,00 8,62 0,49
media 0,21 2,91 0,15 0,17 0,32 0,03 0,20 0,70 4,45 0,23

B min 7,72 2,24 0,09 0,05 0,12 nd 0,23 nd nd nd
max 15,63 10,73 0,41 0,17 0,40 2,51 1,51 0,34 1,21 nd
media 10,60 5,65 0,25 0,10 0,22 1,18 0,93 0,13 0,26 0

C min 1,55 0,27 0,07 0,02 nd nd 0,11 nd nd nd
max 530 1,72 0,54 0,10 0,26 0,27 0,66 0,13 1,18 nd
media 3,03 1,03 0,25 0,06 0,08 0,07 0,32 0,04 0,39 0

D min 13,30 9,05 0,07 0,05 0,10 5,84 4,41 0,24 0,48 0,13
max 41,73 17,07 0,10 0,07 0,48 14,48 29,86 1,21 3,22 0,21
media 30,27 12,21 0,08 0,06 0,25 9,93 14,06 0,62 2,10 0,17

E min 31,11 12,45 nd nd nd 3,33 9,79 0,09 nd nd
max 78,27 34,42 4,28 nd 0,14 16,09 34,81 3,08 2,36 0,10
media 48,00 24,28 1,58 0 0,04 9,74 22,17 1,08 0,92 0,02

F min 15,55 13,41 nd nd 0,11 2,93 11,09 0,73 nd nd
max 26,10 22,80 0,08 0,06 1,24 8,37 19,01 1,99 1,41 0,12
media 21,32 16,98 0,04 0,03 0,48 5,40 14,74 1,45 0,61 0,06

G min 16,70 12,54 nd nd nd 18,69 17,98 0,43 nd nd
max 46,96 24,71 0,08 0,05 0,12 30,20 85,05 1,53 0,41 nd
media 35,92 20,08 0,05 0,03 0,11 25,43 58,76 1,03 0,13 0

QueijoTipo Parmeséao

H min 8,77 4,64 nd 0,02 nd 1,91 5,08 0,21 nd nd
max 12,07 11,21 0,41 0,51 0,30 8,09 18,31 1,16 8,61 0,28
media 11,08 6,85 0,15 0,21 0,14 4,14 9,76 0,49 3,38 0,15

| min 7,90 4,99 0,08 0,14 0,20 4,80 5,23 0,37 nd nd
max 19,88 22,32 0,66 0,43 0,28 16,41 36,82 2,97 7,08 0,23
media 12,12 11,54 0,36 0,24 0,23 8,77 16,62 1,28 4,35 0,11

J min 497 4,72 0,07 0,05 0,17 2,23 1,16 0,52 nd 0,10
max 12,67 6,96 0,37 0,46 0,44 4,98 13,23 1,43 5,03 0,57

media 7,76 554 0,25 0,23 0,29 3,32 6,36 0,89 3,03 0,33

Queijo ralado

K min 0,22 1,70 nd 0,05 nd nd 0,20 0,18 nd nd
max 0,38 4,32 0,11 0,45 0,24 0,04 0,78 0,89 10,35 0,46
media 0,33 2,69 0,06 0,22 0,13 0,01 0,39 0,57 4,92 0,26

L min 15,32 3,50 nd 0,04 nd 1,96 0,86 0,05 nd nd
max 25,69 10,06 0,30 0,08 0,18 4,13 2,59 0,29 2,02 0,12
media 18,93 6,55 0,09 0,06 0,08 3,11 1,75 0,13 0,77 0,06

M min 10,88 8,99 nd 0,05 0,14 4,28 7,52 0,87 0,38 nd
max 12,37 11,50 0,08 0,06 0,64 9,33 16,19 1,45 2,48 0,11

media 11,88 10,37 0,06 0,06 0,31 6,20 11,27 1,14 0,96 0,02

HIM: histamina; TIM: tiramina; EPM: espermina; EPD: espermidina; AGM: agmatina; PUT: putrescina; CAD:
cadaverina; FEM: feniletilamina; TRM: triptamina; SRT: serotonina. Min: minimo; max: maximo; nd: nao
detectado (limite de detec¢do: HIM = 0,05 mg/100 g; TIM = 0,01 mg/100 g; EPM = 0,05 mg/100 g; EPD =
0,02 mg/100 g; AGM = 0,10 mg/100 g; PUT = 0,01 mg/100 g; CAD = 0,02 mg/100 g; FEM = 0,05 mg/100 g;
TRM = 0,20 mg/100 g; SRT = 0,10 mg/100 g).
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Histamina foi detectada em todas as amostras em teores de 0,08 a 78,27 mg/100 g
nas marcas de queijo parmesao ralado; de 4,97 a 19,88 mg/100 g nas de queijo tipo
parmesao ralado; e de 0,22 a 25,69 mg/100 g nas de queijo ralado (tabela 1.1 e figura 1.2).
Em 62% das amostras, o teor dessa amina excedeu o limite toxico, estando estas
inadequadas ao consumo humano por representarem risco a saude (> 10 mg/100 Q).
Estes teores de histamina podem causar sintomas cutadneos, como urticaria, edema,
rubor, inflamacao localizada; disturbios gastrintestinais, como nausea, vomito, diarréia;
hemodindmicos (hipotensdo) e neurologicos, como cefaléia, palpitagdo, zumbidos
(GOODMAN et al., 2003; GLORIA, 2005).
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Figura 1.2: Teores médios de histamina de amostras de queijo ralado coletadas no
mercado consumidor de Belo Horizonte, MG, no periodo de marco de 2005 a maio de
2006. QPR - queijo parmes&o ralado, QTPR — queijo tipo parmes&o ralado, QR — queijo ralado.

A tiramina foi detectada em 100% das amostras em teores de 0,27 a
34,42 mg/100 g nas marcas de queijo parmesao ralado; de 4,64 a 22,32 mg/100 g nas de
queijo tipo parmeséo ralado; e de 1,70 a 11,50 mg/100 g nas de queijo ralado (tabela I.1,
e figura 1.3). Em 56% das amostras, a tiramina foi encontrada em teores acima de 6
mg/100 g podendo causar enxaqueca, e crise hipertensiva e hemorragia intracraneana
em individuos em tratamento com medicamentos inibidores da monoaminoxidase

(GLORIA, 2005). Em 36%, os teores encontrados foram superiores a 10 mg/100 g.
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Além disso, houve elevada variagdo nos teores de histamina e tiramina entre os
lotes de varias marcas, sugerindo que nao ha padronizagdo dos procedimentos que
interferem na formacdo das aminas. Também houve variacdo nos teores das aminas

entre as diferentes marcas de um mesmo tipo de queijo.
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Figura I.3: Teores médios de tiramina de amostras de queijo ralado coletadas no mercado

consumidor de Belo Horizonte, MG, no periodo de margco de 2005 a maio de 2006. QPR -
queijo parmesao ralado, QTPR — queijo tipo parmeséo ralado, QR — queijo ralado.

As aminas freqlientemente encontradas no leite - agmatina, espermidina e
espermina (NOVELLA-RODRIGUEZ et al., 2000; SANTOS et al., 2003) - foram
detectadas em baixos teores (< 1 mg/100 g), exceto espermina em um lote da marca E
(tabela 1.1). Os teores da amina fendlica feniletilamina e das indolaminas serotonina e
triptamina também foram considerados baixos (tabela 1.1).

As diaminas putrescina e cadaverina foram detectadas em 87% e 100% das
amostras em teores de 0,04 a 30,20 e de 0,11 a 85,05 mg/100 g, respectivamente (tabela
I.1). Estes teores elevados podem estar associados a condi¢gdes higiénicas inadequadas
da matéria-prima utilizada no preparo do queijo ralado, pois a formacéo de putrescina e
cadaverina ocorre por agdo de descarboxilases de microrganismos (HALASZ et al., 1994;
MEDINA et al., 2003).

O acumulo de putrescina e cadaverina também deve ser evitado, visto que podem

potencializar o efeito toxico da histamina por inibir a acdo das enzimas DAO
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(diaminoxidase) e HMT (histamina N-metiltransferase) responsaveis pelo seu
metabolismo (HUI & TAYLOR, 1985; SILLA-SANTOS, 1996). Além disso, a putrescina e
cadaverina podem ainda reagir com ion nitrito em condigbes acidas formando
nitrosaminas, que sdo substancias potencialmente carcinogénicas (HALASZ et al., 1994;
MEDINA et al., 2003).

3.2 COMPARAGAO DOS TEORES DE AMINAS BIOATIVAS EM QUEIJOS RALADOS
PRODUZIDOS EM DIFERENTES PERIODOS

Dentre as 13 marcas de queijo ralado avaliadas neste estudo, nove foram
analisadas no periodo de dezembro de 1999 a maio de 2001 no mercado consumidor de
Belo Horizonte, MG por PIMENTEL (2001), além de outras nove marcas nao avaliadas
aqui. De forma similar ao encontrado neste estudo, espermidina, espermina, agmatina,
feniletilamina, triptamina e serotonina estavam presentes em baixos teores. Putrescina e
cadaverina foram encontradas em 89 e 100% das amostras, em teores de até 11,82 e
42,04 mg/100 g, respectivamente. Histamina e tiramina foram detectadas em teores de
até 115,44 e 126,35 mg/100 g, respectivamente. Destas amostras, 50% poderiam causar
intoxicacao pela histamina. Em 66% das amostras, os teores de tiramina excederam 6
mg/100 g e, em 50%, os teores foram superiores a 10 mg/100 g.

Comparando-se as marcas estudadas nos dois periodos, observa-se que em
média, os teores maximos de histamina, tiramina e teores totais diminuiram. Entretanto,
esta reducao ocorreu principalmente devido a marca D (figura 1.4). Analisando as outras
marcas, observa-se que algumas apresentaram um aumento significativo nos teores
medios e outras, uma reducao.

A ocorréncia de tiramina e histamina acima da dose potencialmente toxica
permaneceu elevada nos dois periodos. Além disso, avaliando o teor total de aminas
biogénicas, i.e., a soma dos teores de tiramina, histamina, putrescina, cadaverina,
feniletilamina e triptamina, 38% das amostras analisadas no periodo de 2005 a 2006
tinham concentragdes superiores a 40 mg/100 g, considerada potencialmente téxica por
SHALABY (1996) e 15% excederam 90 mg/100 g. Entre as amostras analisadas no
periodo de 1999 a 2001, a ocorréncia de amostras com teores superiores a 40 mg/100 g
foi de 26% e superiores a 90 mg/100 g foi de 12%.
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Figura 1.4: Teores totais, de histamina e de tiramina de amostras de queijo ralado
coletadas no mercado consumidor de Belo Horizonte, MG, nos periodos de dezembro de
1999 a maio de 2001 e de marco de 2005 a maio de 2006.

As barras representam os limites toxicos das aminas totais (40 mg/100 g), histamina (10 mg/100 g) e
tiramina, valor geral (10 mg/100 g) e valor para individuos em tratamento com inibidores de
monoaminoxidase (6 mg/100 g).
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3.3 CORRELACAO DOS TEORES DE HISTAMINA E TIRAMINA COM AMINAS
BIOGENICAS

A correlagao dos teores de tiramina e histamina, aminas totais e aminas biogénicas
(putrescina, cadaverina, tiramina, histamina, feniletilamina e triptamina), utilizando a
correlagdo de Pearson a 5% de probabilidade, estd apresentada na tabela 1.2. Foi
encontrada correlacao positiva entre os teores de tiramina e histamina com os teores

totais de aminas e os de aminas biogénicas, obtidos em 1999-2001 e em 2005-2006.

Tabela 1.2: Correlacdo entre os teores de tiramina, histamina, aminas totais e aminas

biogénicas

Tiramina Histamina Tiramina + Aminas Aminas

Histamina totais biogénicas

Periodo de dezembro de 1999 a maio de 2001

Tiramina 1

Histamina 0,9387 1

Tiramina + Histamina 0,9849 0,9842 1

Aminas totais 0,9702 0,9740 0,9873 1

Aminas biogénicas 0,9753 0,9803 0,9931 0,9950 1

Periodo de marco de 2005 a maio de 2006

Tiramina 1

Histamina 0,8711 1

Tiramina + Histamina 0,9417 0,9856 1

Aminas totais 0,9136 0,8929 0,9268 1

Aminas biogénicas 0,9126 0,8905 0,9248 0,9999 1

Aminas biogénicas = tiramina + histamina + putrescina + cadaverina + feniletilamina + triptamina.
Graus de liberdade (1999 a 2001) = 88; graus de liberdade (2005 a 2006) = 37.

Estes resultados indicam que além da proposta de PIMENTEL et al. (2001) para
utilizacdo dos teores de histamina e tiramina como critério da qualidade de queijo ralado,
€ possivel utilizar também os teores de aminas biogénicas, aminas totais ou a soma de
histamina e tiramina. Isto pode ser relevante para a selegdo de um método mais simples e

rapido para triagem.
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4 CONCLUSOES

Foram detectadas, nas amostras de queijo ralado analisadas no periodo de 2005 a
2006, as dez aminas investigadas. Espermina, espermidina, agmatina, feniletilamina,
triptamina e serotonina estavam presentes em baixos teores. Putrescina e cadaverina
foram encontradas na maioria das amostras em altos teores, podendo potencializar o
efeito toxico da histamina. Histamina e tiramina foram detectadas em 100% das amostras,
sendo que em 62% poderiam causar efeitos adversos a saude humana.

Comparando-se os teores de aminas nos queijos analisados nos periodos de 2005
a 2006 e 1999 a 2001, observou-se reducao dos teores maximos de histamina e tiramina.
No entanto, isto ndo indica melhoria na qualidade dos queijos ralados, visto que 62% das
amostras poderiam causar intoxicagdes. Além disso, ndo se tem relatos sobre os efeitos
téxicos do uso continuo destas substancias. Desta forma, este estudo reafirma a
necessidade de que os teores de tiramina e histamina em queijos ralados sejam um
critério de qualidade higiénico-sanitario.

A partir dos resultados da correlagao, sugere-se, quando a analise de histamina e
tiramina separadamente nao for possivel, o uso alternativo dos teores de aminas
biogénicas, aminas totais ou da soma de histamina e tiramina para avaliar a aptidao do

queijo utilizado como matéria-prima para queijo ralado.



63

CAPITULOII
AVALIAGAO DA EFICIENCIA DE DIFERENTES METODOS DE
EXTRAGAO DE HISTAMINA E TIRAMINA EM QUEIJO
PARMESAO RALADO

RESUMO

A cromatografia liquida de alta eficiéncia com par ibnico e deteccao fluorométrica
apo6s derivagao poés-coluna com o-ftalaldeido € o método de escolha para separagéao e
quantificacado de aminas bioativas em alimentos. Entretanto, ainda ndo ha consenso sobre
a metodologia mais apropriada para a extracao de aminas de diferentes alimentos. Para
obter a melhor condi¢do de extragdo de histamina e tiramina de queijo ralado, foram
avaliadas a seletividade e a eficiéncia na recuperagdo de aminas bioativas de queijo
parmesao ralado utilizando os acidos cloridrico, tricloroacético, perclorico, sulfosalicilico e
acético, tampéao borato (pH 10,4 + 0,2), metanol e etanol. A eficiéncia da extragao foi
afetada pelos teores de aminas presentes na amostra, pelo tipo, concentragdo e
temperatura do extrator e pelo procedimento utilizado. Os procedimentos com acido
cloridrico e etanol permitiram extracdo adequada de histamina e tiramina e nao
apresentaram diferencga significativa entre os dois niveis de adicao de padrdo. Nenhum
dos solventes foi seletivo para histamina e tiramina. O etanol por sua vez permitiu
recuperacdo adequada das aminas biogénicas (histamina, tiramina, putrescina,
cadaverina, feniletilamina e triptamina) e praticamente eliminou a interferéncia das
poliaminas. Para a extragdo adequada das aminas bioativas de queijo ralado, HCI 1,0

mol/L foi selecionado, por apresentar boas recuperagdes para a maioria das aminas.

Palavras-chave: Queijo parmesao ralado, aminas bioativas, extragéo.
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1 OBJETIVOS

O objetivo deste trabalho foi comparar a eficiéncia de oito solventes extratores em
recuperar histamina e tiramina e eliminar interferentes da matriz queijo parmeséo ralado,
utilizando um procedimento de CLAE com par idnico para a separacao e quantificacao de
dez aminas bioativas. Os objetivos especificos foram (i) verificar a influéncia da
concentracido de acido cloridrico na extragao de histamina, tiramina e outras oito aminas
de queijo parmesao ralado; (ii) verificar a influéncia da extracdo sucessiva de histamina,
tiramina e outras oito aminas de queijo parmesao ralado com acido sulfosalicilico; (iii)
otimizar o método de extragdo com metanol; (iv) verificar a influéncia da temperatura do
etanol na extracdo de histamina, tiramina e outras oito aminas de queijo parmesao ralado;
(v) comparar a eficiéncia dos métodos de extragdo por meio da recuperagéo obtida pela
andlise da amostra com e sem adi¢gdo de solugédo padrao; (vi) verificar a influéncia da
concentracdo da solugdo padrdo de amina adicionada na recuperagdo de histamina e

tiramina e eliminacao de interferentes da matriz queijo parmesao ralado.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 MATERIAL

2.1.1 Amostras

As amostras de queijo parmesao ralado foram adquiridas, no mercado consumidor
de Belo Horizonte, MG. A amostra indentificada no capitulo | com menor teor de histamina
e tiramina foi selecionada para o estudo do efeito dos procedimentos de extracdo na
recuperacao de aminas. Para obtencdao de um pool de 500 g, foram agrupados e
homogeneizadas varias embalagens da mesma marca e lote de queijo parmesao ralado.
Amostras sem adi¢cao de padrao foram utilizadas como matriz em alguns experimentos,
enquanto amostras adicionadas de duas concentrag¢des (5,0 e 10,0 mg/100 g) de solugéo
padrdo contendo dez aminas foram utilizadas em outros. Todos os experimentos foram

realizados em triplicata.
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2.1.2 Reagentes e solventes

Os reagentes utilizados foram de grau analitico, exceto os solventes utilizados na
CLAE (acetonitrila e metanol), que foram de grau cromatografico. A agua ultrapura foi
obtida do Sistema Milli-Q Plus (Millipore Corp., Milford, MA, EUA).

Os padrbes das aminas bioativas histamina (HIM, dicloridrato), tiramina (TIM,
cloridrato), espermina (EPM, tetracloridrato), espermidina (EPD, tricloridrato), agmatina
(AGM, complexo sulfato creatinina), putrescina (PUT, dicloridrato), cadaverina (CAD,
dicloridrato), 2-feniletilamina (FEM, cloridrato), triptamina (TRM) e 5-hidroxitriptamina
(serotonina — SRT, cloridrato) foram adquiridos da Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO,

EUA). orto-Ftalaldeido também foi adquirido da Sigma.

2.1.3 Preparo da solugao padrao de aminas

As aminas foram pesadas considerando-se o peso da base livre e foram
dissolvidas em solucdo de acido cloridrico 0,1 mol/L, obtendo-se solugdes individuais de
1,0 mg de cada amina/mL. Um mililitro de cada amina foi transferido para um balao
volumétrico de 10,00 mL para preparo da solugdo contento 0,1 mg/mL de cada amina. As
solucdes de trabalho foram preparadas pela diluicdo com HCI 0,1 mol/L de 0,5; 1,0; 2,0;
4,0; 6,0 e 10,0 mL da solugdo com as dez aminas em baldo volumétrico de 100,00 mL,
obtendo-se as concentragdes 0,5; 1,0; 2,0; 4,0; 6,0 e 10,0 ug/mL. Estas solugdes foram
utilizadas para o preparo da curva padrao externa que foi utilizada para quantificar as
aminas.

As solugdes de 100,0 ug/mL e 50,0 ug/mL com as dez aminas foram preparadas
transferindo-se 1,0 mL e 0,5 mL, respectivamente, da solu¢do 1,0 mg/mL de cada uma
das aminas para um baldo volumétrico de 10,00 mL e completando com HCI 0,1 mol/L.
Estas solugdes foram utilizadas nos estudos de recuperagcao de aminas com adi¢cao de

padrao. As solugdes foram armazenadas em frascos de polietileno a4 + 1 °C.

2.2 METODOS

2.2.1 Otimizagao dos métodos de extracao de aminas bioativas de queijo ralado

Diferentes métodos descritos na literatura utilizando o mesmo solvente de extragao

foram comparados com o objetivo de selecionar o que apresentava melhor recuperagéo
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de aminas. Os critérios de selecdo de concentracdes dos solventes extratores, massa da
matriz e volume dos solventes extratores foram embasados nos métodos ja descritos na
literatura. Os experimentos foram realizados em triplicata em condi¢des de repetibilidade
(mesma amostra, reagentes e dia de analise) e os extratos obtidos foram analisados
quanto aos teores de aminas por CLAE de fase reversa com par ibénico de acordo com o
método descrito por VALE & GLORIA (1997).

2.2.1.1 Influéncia da concentragdao do dacido cloridrico na extragcdo de aminas
bioativas de queijo parmesao ralado

A eficiéncia de duas concentracgdes (0,1 mol/L e 1,0 mol/L) de acido cloridrico (HCI)
em extrair aminas de queijo ralado foi determinada (VALE & GLORIA, 1997; CINQUINA et
al., 2004). Foram adicionados 15,00 mL de solugdo de HCI a cerca de 1,0000 g de
amostra de queijo parmesao ralado e as amostras foram agitadas em mesa agitadora
orbital a 250 rpm (Tecnal TE-140, Piracicaba, SP) por 10 min. A mistura foi centrifugada a
11.180 g a 4 °C por 21 min em centrifuga refrigerada (Jouan CR3i, Saint Herblain, Franga)
e o0 sobrenadante foi filtrado em papel de filtro qualitativo. A extracao foi repetida por mais
duas vezes com 15,00 mL do &acido pelo mesmo procedimento, os filtrados foram
combinados e o volume foi completado para 50,0 mL. As extracdes foram realizadas em
triplicata, utilizando-se a matriz (queijo ralado) sem e com adi¢ao de 5,0 e 10,0 mg/100 g

de padrao de aminas.

2.2.1.2 Influéncia da extragdo sucessiva com acido sulfosalicilico na recuperagao de
aminas bioativas de queijo parmesao ralado

Foram adicionados 10,0 mL de &cido sulfosalicilico 12,0 g/100 mL a cerca de
2,0000 g de amostra de queijo parmesao ralado e a mistura foi mantida a 4 °C por 30 min.
Apoés agitacdo em mesa agitadora orbital por 10 min, as amostras foram centrifugadas a
11.180 g a 4 °C por 21 min e filtradas em papel de filtro qualitativo (BUTS et al., 1995).

O procedimento com uma etapa de extragao foi comparado ao realizado com trés
extragcdes consecutivas de aminas da mesma amostra de queijo. Foram adicionados 7,0
mL de acido sulfosalicilico 12,0 g/100 mL a cerca de 2,0000 g de amostra de queijo
parmesao ralado. As amostras foram agitadas, centrifugadas e filtradas em papel de filtro
qualitativo como descrito acima. A extracao foi repetida por mais duas vezes e os extratos

foram combinados.
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2.2.1.3 Padronizacao da extragcdo metandlica de aminas bioativas em queijo
parmesao ralado

Foi investigada a eficiéncia da extragdo com metanol conforme o procedimento
descrito pela AOAC (1995) para determinagao de histamina em pescado. Quatro gramas
de queijo parmesao ralado foram homogeneizados em mesa agitadora orbital com 20,0
mL de metanol. A amostra foi aquecida a 60 °C por 15 min em banho-maria, resfriada e
transferida para um baldo volumétrico de 50,00 mL. O volume do baldo foi completado
com metanol. O extrato foi centrifugado a 11.180 g a 4 °C por 21 min e o sobrenadante foi
filtrado em papel de filtro qualitativo.

O mesmo procedimento foi avaliado com trés extragées consecutivas de cerca de
2,0000 g da amostra de queijo parmesao ralado, 7,0 mL de metanol em cada extragdo. As
amostras foram agitadas em mesa agitadora, aquecidas a 60 °C por 15 min e
centrifugadas conforme descrito acima.

Observando as caracteristicas de solubilidade dos sais de histamina e tiramina, foi
testado um terceiro procedimento de extracdo acida com metanol, adaptando as
condi¢des descritas por WALTERS (1984). Foram adicionados 1,0 mL de solu¢ao de HCI
0,1 mol/L e 7,0 mL de metanol a cerca de 2,0000 g de amostra de queijo parmesao
ralado. As amostras foram agitadas, centrifugadas a 11.180 g a 4 °C por 21 min e filtradas
em papel de filtro qualitativo. O residuo soélido foi extraido mais duas vezes com 7,0 mL de

metanol e 1,0 mL de acido seguindo o mesmo procedimento.

2.2.1.4 Influéncia da temperatura do etanol na extragcdo de aminas bioativas em
queijo parmesao ralado

A influéncia de duas temperaturas do etanol, fervente e a temperatura ambiente (21
+ 1 °C), na extracdo de aminas bioativas foi investigada. Para a extracao a temperatura
ambiente adicionaram-se 7,0 mL de etanol a cerca de 2,0000 g da amostra de queijo
parmesao ralado. As amostras foram agitadas por 10 min em mesa agitadora orbital e
centrifugadas a 11.180 g a 4 °C por 21 min. Em seguida, as amostras foram filtradas em
papel de filtro qualitativo. A extracao foi repetida por mais duas vezes e os extratos foram
combinados (SATO et al., 1970).

Na extracdo a quente, cerca de 4,0000 g da mesma amostra de queijo parmeséao
ralado foram homogeneizados com 20,0 mL de etanol em mesa agitadora orbital por 10
min. A mistura foi aquecida em banho-maria fervente por 15 min, resfriada e transferida

para um baldo volumétrico de 50,00 mL. O volume do baldo foi completado com etanol e
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o extrato foi centrifugado conforme descrito acima. O sobrenadante foi filtrado em papel
de filtro qualitativo (WHEATON & STEWART, 1970).

2.2.2 Comparagao da eficiéencia de diferentes procedimentos de extragcao na

recuperagao de aminas bioativas

As quatro condigdes de extragdo otimizadas previamente e outros métodos
utilizando solventes acidos e alcalino foram comparados quanto a eficiéncia de extragcao
de aminas bioativas da matriz de queijo pelo método de adigdo de padrdao em duas
concentracdes. Os experimentos com cada extrator foram realizados em ftriplicata em
condigdes de repetibilidade, utilizando-se a matriz (queijo ralado) sem e com adigdo de
5,0 e 10,0 mg/100 g de aminas. A adigdo da solugdo de aminas ocorreu antes da adi¢ao
dos solventes extratores. Os extratos obtidos foram analisados quanto aos teores de
aminas por CLAE de fase reversa com par iénico de acordo com o método descrito por
VALE & GLORIA (1997). O delineamento estatistico utilizado nesta etapa foi o fatorial 2x8
(PIMENTEL-GOMES, 2000).

2.2.2.1 Extragdo em meio acido e alcalino

Amostras de queijo parmesao ralado (1,0000 g) sem e com adigdo de duas
concentracdes das dez aminas foram homogeneizadas com 15,00 mL de acido [HCI 1,0
mol/L; &cido tricloroacético 5,0 g/100 mL (VALE & GLORIA, 1997); acido sulfosalicilico
12,0 g/100 mL; &cido perclérico 0,4 mol/L (NOVELLA-RODRIGUEZ et al., 2000); acido
acético 15,0 g/100 mL (WHITE et al., 1968)] ou tamp&o borato (SEN, 1969; JALON et al.,
1983), pH 10,2 £ 0,2 (50,0 mL de solugao de acido bérico 0,1 mol/L e KCI 0,1 mol/L e 46,5
mL de solugdo de NaOH 0,1 mol/L) em mesa agitadora orbital a 250 rpm por 10 min. A
mistura foi centrifugada a 11.180 g a 4 °C por 21 min e o sobrenadante foi filtrado em
papel de filtro qualitativo. A extracao foi repetida por mais duas vezes com 15,00 mL do
acido ou tampao borato pelo mesmo procedimento. Os filtrados foram combinados e o
volume foi completado para 50,00 mL (VALE & GLORIA, 1997).

2.2.2.2 Extragdao com solvente orgéanico

Amostras de queijo parmesao ralado (1,0000 g) sem e com adicdo de duas
concentracbes das dez aminas foram homogeneizadas com 20,00 mL do solvente
organico (metanol ou etanol) em mesa agitadora orbital a 250 rpm por 10 min. A amostra

com metanol foi aquecida a 60 °C por 15 min (AOAC, 1995) e a amostra com etanol foi
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aquecida em banho-maria fervente por 15 min (WHEATON & STEWART, 1970). A
mistura foi resfriada, transferida para baldo volumétrico de 50,00 mL e o volume foi
completado com o respectivo solvente. O extrato foi centrifugado a 11.180 g a 4 °C por 21

min e o sobrenadante foi filtrado em papel de filtro qualitativo.

2.3 METODOS DE ANALISE

2.3.1 Separacao e determinagao de aminas bioativas por CLAE com par idénico

Todos os extratos obtidos nos diferentes estudos foram filtrados em membranas
(13 mm de didmetro e 0,45 um de tamanho do poro) tipo HAWP para solvente aquoso e
HVWP para solvente orgéanico (Millipore Corp. Milford, MA, EUA). As aminas foram
separadas por CLAE de fase reversa com par ibnico e quantificadas fluorometricamente a
340 e 445 nm de excitacdo e emissao, respectivamente, apds derivagao pds-coluna com

o-ftalaldeido, conforme descrito no capitulo |.

2.3.2 Analise estatistica

Os resultados foram submetidos a analise de varidncia (ANOVA) e as médias

foram comparadas pelo teste de Duncan a 5% de probabilidade.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 OTIMIZAGAO DOS METODOS DE EXTRAGAO DE HISTAMINA E TIRAMINA E
OITO AMINAS INTERFERENTES DE QUEIJO PARMESAO RALADO

3.1.1 Influéncia da concentragao de acido cloridrico

A eficiéncia de duas concentragdes de acido cloridrico (0,1 e 1,0 mol/L) em extrair
histamina, tiramina e oito aminas interferentes de queijo parmeséo ralado adicionado de
dez aminas esta indicado na tabela 1l.1 como a recuperagdao média de dois niveis de

adicdo. Nao houve influéncia significativa da concentracdo de HCI na extracdo de
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histamina, tiramina e também para a maioria das aminas. Entretanto, houve diferenga
significativa para a amina aromatica feniletlamina e também para as indolaminas
triptamina e serotonina, que apresentaram maior recuperag¢ao quando extraidas com HCI
0,1 mol/L.

Tabela I1.1: Recuperagao média de aminas bioativas extraidas de queijo parmesao ralado
adicionado de padrao em dois niveis de concentragéo (5,0 e 10,0 mg/100 g) com duas

concentracoes de HCI

Concentragao % recuperagao média de aminas bioativas (% CV)

de HCI HM TIM EPM EPD AGM PUT CAD FEM TRM SRT Média

0,1 mol/L 109 104 100 94 96 95 101 99a 92a 79a 97a
(27) (40) (11) (12) (15 (21) @) (9 (1) (12) (25

1,0 mol/L 102 110 92 89 87 92 87 85b 76b 62b 88b

@ @ (@4 @ © @2 @) (10 (12 (7)) (19)

HIM: histamina; TIM: tiramina; EPM: espermina; EPD: espermidina; AGM: agmatina; PUT: putrescina; CAD:
cadaverina; FEM: feniletilamina; TRM: triptamina; SRT: serotonina; CV: coeficiente de variagao. Valores
médios em uma mesma coluna com diferentes letras séo significativamente diferentes (Analise de variancia,
p < 0,05).

De uma forma geral, as porcentagens de recuperagao da histamina, tiramina e da
maioria das aminas estavam dentro dos limites recomendados pelo CODEX
ALIMENTARIUS (1993) para analitos na faixa de concentragao de mg/100 g, exceto pela
serotonina nas duas concentragbes do acido e pela triptamina com HCI 1,0 mol/L.
Entretanto, quando observa-se o coeficiente de variagdo (CV), apenas cadaverina e
serotonina excederam o percentual de CV maximo recomendado (15%) no extrato com
HCI 1,0 mol/ L, enquanto com HCI 0,1 mol/L, coeficientes de variagdo maiores que 15%
foram observados para tiramina, histamina, putrescina e cadaverina. Baseado nestes
resultados, € mais apropriado utilizar HCI 1,0 mol/L para extragdes de histamina e
tiramina de queijo ralado, pela melhor reprodutibilidade.

Concentragdes mais elevadas de HCI (1,0 mol/L) comparadas a 0,05 e 0,1 mol/L
também foram consideradas mais adequadas por CINQUINA et al. (2004) para a extragcéo
de putrescina, cadaverina, espermidina e histamina de pescado por cromatografia de
troca ibnica com porcentagens de recuperagao variando entre 91 e 98%. Uma provavel
explicacdo para este comportamento é a capacidade da solucédo acida mais concentrada

de quebrar a ligagédo de algumas aminas a outros componentes da matriz.
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3.1.2 Influéncia da extragao sucessiva com acido sulfosalicilico

O uso de acido sulfosalicilico ja foi relatado para extragdo de aminas bioativas em
leite humano e formulas infantis artificiais (POLLACK et al., 1992; BUTS et al., 1995), em
sucos de frutas citricas (WHEATON & STEWART, 1965) e para extragdo de aminoacidos
em queijo (CLIFFE & LAW, 1991). O uso deste acido foi descrito para extragcdo de aminas
bioativas em queijo pela primeira vez e por isto foi necessaria a padronizagdo do
procedimento.

Os teores de histamina, tiramina e oito aminas bioativas interferentes extraidas de
queijo parmesado ralado com 4&cido sulfosalicilico estdo indicados na tabela 11.2. As
indolaminas triptamina e serotonina ndo foram detectadas nas amostras analisadas. Isto
esta de acordo com trabalhos anteriores em que estas aminas estao presentes em baixos
teores ou ndo sdo detectadas em queijo (VALE & GLORIA, 1997; NOVELLA-
RODRIGUEZ et al., 2000; PIMENTEL et al., 2001).

Tabela 11.2: Influéncia do numero de extragdes sucessivas com acido sulfosalicilico 12,0

g/100 mL nos teores de aminas bioativas de queijo parmesao ralado

Numero de Teor de aminas bioativas em mg/100 g (% CV)
extragcoes HM TIM EPM EPD AGM PUT CAD FEM TRM SRT Total
1 6,90b 591b 0,06b ndb 0,18b 0,38b 0,73b 0,40b nd nd 14,56 b
) ) (4) (9) (4) ) )
3 12,19a 9,55a 0,11a 0,03a 0,29a 0,62a 1,18a 0,70a nd nd 24,67 a

1) @ (13 @3 ® @) 4 (6

HIM: histamina; TIM: tiramina; EPM: espermina; EPD: espermidina; AGM: agmatina; PUT: putrescina; CAD:
cadaverina; FEM: feniletilamina; TRM: triptamina; SRT: serotonina; CV: coeficiente de variagdo; nd: nao
detectado (limite de detec¢ao: EPD = 0,02 mg/100 g; TRM = 0,20 mg/100 g; SRT = 0,10 mg/100 g). Valores
médios em uma mesma coluna com diferentes letras séo significativamente diferentes (Analise de variancia,
p < 0,05).

Houve diferenca significativa entre os teores obtidos com uma e com trés extragoes
sucessivas para histamina, tiramina e também para a maioria das aminas interferentes. O
procedimento com trés extragcdes apresentou concentragcdes 1,6 a 1,8 vezes maiores do
que o procedimento com apenas uma etapa de extracdo. Baseado nestes resultados
torna-se indispensavel executar as etapas de adigdo do acido, agitacéo e centrifugagéo

trés vezes para se obter uma melhor recuperagao das aminas. Isto esta de acordo com a
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teoria de extracdo em que extracdes sucessivas sdo necessarias para evitar a saturacao
da solugao extratora (VOGEL, 1989).

Os dois métodos apresentaram coeficientes de variacdo adequados para
histamina, tiramina e para as aminas interferentes, exceto para espermidina. Esta amina
nao foi recuperada pela extragdo em uma unica etapa, mas foi detectada em baixa
concentracido — préoxima ao limite de quantificacdo do método — na extracio realizada trés

vezes. Este pode ser o motivo para o alto valor de CV observado para esta poliamina.

3.1.3 Influéncia do método de extragcao metandlica

O procedimento descrito pela AOAC (1995) para extragdo de histamina em
pescado, ou seja, metanol a 60 °C, apresentou os melhores resultados para histamina,
tiramina e para a maioria (seis) das aminas interferentes (tabela 11.3). As indolaminas
triptamina e serotonina ndo foram detectadas nas amostras analisadas como observado
previamente. Nao houve diferenca significativa nos teores de espermina e agmatina
extraidas nas diferentes condigcdes. Os trés procedimentos apresentaram coeficientes de
variacdo apropriados, exceto para espermina. E possivel que isto seja devido aos baixos
teores de espermina encontrados nas amostras de queijo, que estdo préximos ao limite

de detecgédo do método.

Tabela II.3: Teores de aminas bioativas obtidas pela extragcdo de queijo parmeséao ralado

com metanol utilizando diferentes procedimentos

Extracao Teor de aminas bioativas em mg/100 g (% CV)
metandlica HIM TIM EPM EPD AGM PUT CAD FEM TRM SRT
AOAC 14,81a 10,34a 0,03a 0,25a 0,20a 061a 1,27a 086a nd nd

(1995) 3) @ 67 (12) (@) (4) ) (2)

Extracbes 12,11b 8,40b 0,05a 0,17b 0,21a 0,50b 1,02b 0,72b nd nd
sucessivas (6) (7) (1) (6) (10) (7) (7) (1)

Meio 4cido  9,35¢ 7,12¢ 005a ndc 022a 045b 088c 054c¢c nd nd
(12) ®)  (19) (17 ®) (10

HIM: histamina; TIM: tiramina; EPM: espermina; EPD: espermidina; AGM: agmatina; PUT: putrescina; CAD:
cadaverina; FEA: feniletilamina; TRM: triptamina; SRT: serotonina; CV: coeficiente de variagdo; nd: nao
detectado (limite de detecg¢ao: EPD = 0,02 mg/100 g; TRM = 0,20 mg/100 g; SRT = 0,10 mg/100 g). Valores
médios em uma mesma coluna com letras diferentes sao significativamente diferentes (Teste de Duncan, p
<0,05).
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Os resultados obtidos sugerem que a extragdo sucessiva de trés vezes com
metanol a 60 °C ndo melhora a recuperagcdo como esperado e observado anteriormente.
Isto € controverso com a teoria de extragdo liquido-liquido (VOGEL, 1989; HARRIS,
2001). Entretanto, o uso sucessivo de altas temperaturas durante a extracdo das
amostras pode ter permitido e acelerado a formacdo de compostos, que podem ter
reagido com as aminas. Desta forma, € necessario analisar outros parametros além da
saturagdo, como ligagdo das aminas a outros compostos e possiveis reagoes.

A incorporacao de acido no meio de extragao diminuiu a recuperacao de histamina,
tiramina e também da espermidina, cadaverina, e feniletilamina das amostras de queijo.
Desta forma, para extragdo de aminas de queijo com metanol a 60 °C, apenas uma etapa
de extracao deveria ser realizada para obter melhores resultados e ndo ha a necessidade
de acidificar o meio.

Os teores de histamina e tiramina estavam elevados no extrato, alcancando o limite
superior da faixa linear da curva analitica. Para avaliar a eficiéncia da recuperacao,
principalmente apds adi¢ao de padrao, foi necessario a diluicdo do extrato. Desta forma,
para a etapa de comparacao dos solventes extratores, foi pesada quantidade menor da

amostra de queijo ralado e o volume final foi 50,00 mL.

3.1.4 Influéncia da temperatura do etanol

A extragdo da histamina, da tiramina e das demais aminas de queijo parmeséao
ralado foi influenciada significativamente pela temperatura do etanol durante a extragao
(tabela 11.4). A extracdo a quente foi significativamente maior para histamina e tiramina e
também para as diaminas (putrescina e cadaverina) e a amina fendlica feniletilamina,
apresentando concentracdes 1,4 a 2,2 vezes maiores que a temperatura ambiente. Estes
resultados estdo em acordo com a solubilidade destes compostos no etanol fervente
(LIDE, 1995; WINDHOLZ, 1996).

As indolaminas triptamina e serotonina nao foram detectadas, o que esta em
acordo com as amostras de queijo analisadas previamente. Agmatina nao foi extraida da
matriz pelo etanol ou ndo estava presente em teores detectaveis nas amostras de queijo
utilizadas neste experimento. Apenas espermidina e espermina apresentaram resultados
maiores na extragdao a temperatura ambiente com etanol. Baseado nestes resultados, a
extracdo com etanol pode ser vantajosa se uma extragdo seletiva de aminas for
desejavel, com énfase nas diaminas, aminas fendlicas e histamina a temperatura

fervente.
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Tabela 11.4: Influéncia da temperatura do etanol na extragdo de aminas bioativas de queijo

parmesao ralado

Extracao Teores de aminas bioativas em mg/100 g (% CV)

etandlica HIM TM EPM EPD AGM PUT CAD FEM TRM SRT
Temperatura 10,06 b 565b 0,02a 0,05a nd 0,29b 060b 060b nd nd
ambiente (8) (7) (20) (5) (7) (7) (7)

Fervente 18,51a 7,86a ndb nd b nd 064a 098a 0,85a nd nd

(4) () (4) () ()

HIM: histamina; TIM: tiramina; EPM: espermina; EPD: espermidina; AGM: agmatina; PUT: putrescina; CAD:
cadaverina; FEA: feniletilamina; TRM: triptamina; SRT: serotonina; CV: coeficiente de variacdo; nd: nao
detectado (limite de detecgdo: EPM e EPD = 0,02 mg/100 g; AGM = 0,10 mg/100 g; TRM = 0,20 mg/100 g;
SRT = 0,10 mg/100 g). Valores médios em uma mesma coluna com letra diferente sdo significativamente
diferentes (Analise de variancia, p < 0,05).

3.2 INFLUENCIA DOS DIFERENTES SOLVENTES NA EXTRAGAO DE HISTAMINA,
TIRAMINA E OITO AMINAS INTERFERENTES DE QUEIJO RALADO

As porcentagens de recuperagao da histamina, tiramina e de oito aminas
interferentes de queijo parmeséo ralado pelos diferentes procedimentos de extragéo
variaram (tabela I1.5) com porcentagens de 4% para agmatina (extragdo com os solventes
organicos metanol e etanol) até 192% para putrescina, utilizando TCA 5%. Estes
resultados indicam que alguns solventes extratores utilizados nao foram eficientes na
recuperacdo de aminas da matriz de queijo. Por outro lado, alguns solventes
provavelmente extrairam compostos interferentes ou permitiram a formacdo de aminas
bioativas, fornecendo porcentagens de recuperagdo excessivas. A extragcdo das aminas
bioativas da matriz queijo foi afetada significativamente pela concentragdo das aminas

presentes e também pelo solvente utilizado.

3.2.1 Influéncia da concentragdo da amina na matriz na recuperagdao durante a

extracao

A quantidade de aminas na matriz, determinada pela concentragcdo de solugao
padrdao adicionada a amostra, afetou significativamente a recuperagcdo de histamina,
tiramina e das demais aminas investigadas durante a extracdo com acido tricloroacético.
Resultados semelhantes foram encontrados por ZEE et al. (1985) na extracdo de dez

aminas, principalmente no queijo maturado e também por JOOSTEN & OLIEMAN (1986)
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Tabela I1.5: Influéncia do tipo de solvente extrator na recuperagao de aminas bioativas de

amostras de queijo parmesao ralado adicionadas de duas concentragdes (5,0 e 10,0

mg/100 g) de aminas
% de Recuperagéao (% CV)
HCI TCA ASS CH,;COOH HCIO, Metanol Etanol Tampao
1,0 mol/L 5% 12% 15% 0,4 mol/L borato

Histamina

+5mg/100 g 97,6 bc 824cdy 101,5bc 76,6 cd 59,1d,y 1319a 99,7bc 112,3ab
(2) (23) 9) 9) (27) (7) (9) (31)

+10 mg/100 g 1059b 177,6 a,x 116,3 b 619c 1116 bx 1156b 93,4 b 106,3 b
(12) (14) (7) (10) (20) (15) (4) (4)

Tiramina

+5mg/100 g 114,1ab 99,4 abc,y 97,8 abc 65,3d 828cd 118,6ab 94,1bc 122,8 a,x
(2) (11) 9) (9) (17) () (13) (15)

+10mg/100g 106,8 bc  230,1 a,x 121,8 b 56,4 e 92,2 cd 120,2b 96,4bcd 788e,y
(11) (18) 4) (11) (19) (16) () (18)

Espermina

+5mg/100 g 815a 45,0 b,y 46,4 b,y 62,6 b 97, 7a,y 23,1cy 16,0 c 19,2 ¢
(5) (16) (41) (7) (11) (14" (28 (22

+10 mg/100 g 102,7 ¢ 146,4 a,x 137,3 ab,x 56,8d 123,0 b,x 57,3d,x 32,7e 40,7 de
(7) (13) (10) (7) (18) (5) (4) (23)

Espermidina

+5mg/100 g 84,2 bc 114,3a,y 923 b,y 551d 90,6 b 63,0 cd 58e 71,5 bed
) (23) (13) (8) (5) (5) (6) (12)

+10 mg/100 g 93,7 bc 174,0a,x 158,3 a,x 494 d 111,7b 86,7 c 276 e 82,3c¢c
(8) (12) (8) (6) (19) 9) (6) (22)

Agmatina

+5mg/100 g 80,3 bc 115,2a,y 555b,y 65,7 cd 86,9 b,y 39e 39e 105,4 a
(4) (7) (12) (3) ) (7) () (8)

+10 mg/100 g 92,8b 157,0a,x 163,1 a,x 60,2 c 106,2 b,x 13,3d 55d 106,4 b
®) (6) ) 4) (19) (6) (10) (20)

Putrescina

+5mg/100 g 87,2 cd 113,5a,y 88,4bcd,y 80,4cd 755dy 111,3ab 97,6abc 116,6a
(14) (7) (15) (5) (17) (4) (7) (3)

+10 mg/100 g 97.2c¢ 192,8 a,x 149,3 b,x 61,4d 110,4¢c,x 1149c¢ 941c 100,0 ¢
@) (14) (6) (12) (18) (6) 3) 3)

Cadaverina

+5mg/100 g 62,2cdy 110,6b,y 98,1b,y 85,1 bc 40,3 d,y 1459a 1524a 109,3b
(4) (16) (8) (2) (18) (5) (7) (2)

+10mg/100g 111,5cd,x 253,5a,x 149,6 b,x 55,7 e 1409b,x 126,7bc 1250bc 87,5d
4) (7) (10) (10) (19) (12) 5) (8)

Feniletilamina

+5mg/100 g 79,6 cd 106,2ab,y 89,2c,y 787cd 825cdy 110,3a 915bc 69,3d
(6) (4) (12) (4) (6) (3) 3) (12)

+10 mg/100 g 90,9 cd 1458 a,x 142,0 a,x 711e 102,1bc,x 1124b 83,1de 789de
(8) 9) 9) (5) (19) 9) 3) (18)

Triptamina

+5mg/100 g 69,2 ¢c 98,5abyy 724cy 81,9 bc 72,7 ¢y 1064a 82,9bc 752 c
(2) (13) (12) (5) (7) (3) 9) (20)

+10 mg/100 g 83,3 cd 134,8 a,x 124,7 a,x 70,5d 96,6 bc,x 106,5b 876cd 86,9cd
(8) (10) (5) ) (20) 4) 2) (20)

Serotonina

+5mg/100 g 570c 80,5b,y 63,5bc,y 64,8 bc 59,2 cy 116,1 a 99,5a 50,3 ¢
(2) (11) (12) (6) (26) (8) (5) (11)

+10 mg/100 g 67,8 bc 117,4a,x 126,6 a,x 65,1 bc 82,5 b,x 128,0a 1115a 514 c
(20) ©) (12) 4) (29) ©) (2) (18)

CV: coeficiente de variagdo; TCA: acido tricloroacético; ASS: acido sulfosalicilico; CH;COOH: acido acético;
HCIO,: acido perclorico. Valores com letras diferentes na mesma linha (a-e) ou coluna para cada amina (x-y) séo
significativamente diferentes (Teste de Duncan, p < 0,05).
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durante a extragdo de tiramina, triptamina e feniletilamina de queijo. A concentragao de
aminas na amostra também afetou a recuperacdo da maioria das aminas (80%) na
extracdo com acido sulfosalicilico e acido perclorico. Estes resultados indicam que a
extracdo de aminas da matriz é afetada pela concentracdo do analito presente quando se
utiliza estes trés acidos — tricloroacético, sulfosalicilico e perclérico. A extragcao de apenas
poucas aminas foi afetada pela concentragao quando se utilizou os outros solventes, por
exemplo, cadaverina com HCI, espermina com metanol e tiramina com tampao borato.

Levando em consideragao a concentracdo de cada amina geralmente encontrada
em queijo, os melhores solventes para a extracdo destes compostos seriam acido acético
e etanol, que nao tiveram a eficacia alterada nas concentracdes de aminas avaliadas.
Tampao borato, HCI e metanol também poderiam ser utilizados, entretanto a extragao de
tiramina, cadaverina e espermina, respectivamente, seria significativamente afetada pela
concentracao da amina.

3.2.2 Influéncia do tipo de solvente na extragao de aminas

Como indicado na figura Il.1, os solventes apresentaram diferentes recuperagoes

médias de histamina, tiramina e aminas bioativas da matriz queijo.

280 -
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@ 122 120
116
@ 120 | 106 107 e o 12 - 9% 108
3 87 92 94 90 93 79 2
3 b 71
g 8o 62 .. 64
o
40 - H
0 T T T
HCI 1,0 TCA5% ASS 12% CH3COOH HCIO40,4  Metanol Etanol Tampao
mol/L 15% mol/L borato
‘ O Histamina O Tiramina B Aminas bioativas ‘

Figura Il.1: Recuperacdo média da histamina, tiramina e aminas bioativas de queijo

parmesao ralado durante extracdo com diferentes solventes. TCA: 4cido tricloroacético; ASS:
acido sulfosalicilico; CH;COOH: acido acético; HCIO,: acido perclérico.
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O 4&cido tricloroacético apresentou a maior, mas excessiva porcentagem de
recuperagao para histamina, tiramina e demais aminas de queijo ralado, sugerindo que
ele pode causar reagcbes quimicas ndo controladas ou pode extrair mais compostos
interferentes durante o procedimento de extracdo. Por outro lado, o acido acético
apresentou as menores porcentagens meédias de recuperagdo. Nenhum dos solventes
extraiu eficientemente todas as aminas investigadas (tabela 11.5). Além disso, cada
solvente apresentou diferentes recuperagbes para o0s varios grupos de aminas,
provavelmente devido aos diferentes coeficientes de particdo e solubilidade das aminas
no meio de extracdo (MORET & CONTE, 1996; VALE & GLORIA, 1997).

Com o objetivo de facilitar a decisdo sobre qual é a melhor condi¢ao de extragéo
das aminas de queijo pelos diferentes solventes, as aminas que atenderam os critérios
estabelecidos pelo CODEX ALIMENTARIUS (1993), i.e. porcentagem de recuperagao de
80 a 115% e coeficiente de variagdo menor que 15%, foram indicadas na tabela Il.6.
Quando levados em consideragcao os dois niveis de adicdo de padrdo, histamina foi
melhor extraida com HCI e etanol. Metanol que foi considerado pela AOAC (1995) um
solvente ideal para extragcdo de histamina de pescado, ndo apresentou bons resultados
para queijo, com recuperagdes acima de 110%, sugerindo a extragdo de compostos
interferentes ou formacgéo de histamina durante a extragdo. Tiramina foi melhor extraida
com etanol. O acido perclérico também apresentou recuperacdes apropriadas, entretanto
a repetibilidade nao foi aceitavel, devido aos valores do coeficiente de variagdo serem

maiores que 15%.

Tabela 11.6; Aminas bioativas que atenderam as recomendacdes do Codex' com
consideragdo na porcentagem de recuperagcdo e no coeficiente de variagcdo durante a

extragcado com diferentes solventes extratores

Quantidade Aminas bioativas que atenderam o Codex/Solventes extratores
de padrao HCI TCA HCIO, ASS CH;COOH Metanol Etanol Tampéo

adicionado 1,0 mol/L 5% 0,4 mol/L 12% 15% a60°C fervente borato

5mg/100g HIM, EPM, TIM, TIM, EPM, HIM, TIM, PUT, CAD, FEM, HIM, TIM, AGM,
EPD, AGM, FEM, EPD, AGM, EPD, PUT, TRM TRM PUT, FEM, CAD
PUT, FEM TRM, FEA CAD, FEM TRM, SRT

SRT

10 mg/ 100 g HIM, TIM, EPD, HIM, TIM, HIM,
EPM, EPD, TRM PUT, FEM, PUT,
AGM, PUT, TRM CAD
FEM, TRM

"CODEX ALIMENTARIUS (1993). TCA: acido tricloroacético; HCIO,: acido perclorico; ASS: acido sulfosalicilico;
CH3;COOH: acido acético; HIM: histamina; TIM: tiramina; EPM: espermina; EPD: espermidina; AGM: agmatina;
PUT: putrescina; CAD: cadaverina; FEM: feniletilamina; TRM: triptamina; SRT: serotonina. Aminas em negrito
representam os teores que estas aminas geralmente se encontram no queijo ralado.
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Observando os teores de aminas geralmente encontrados em queijo (VALE &
GLORIA, 1997; PATTONO et al., 2000; PIMENTEL et al., 2001) — aminas em negrito na
tabela 11.6 — o maior nivel de adicdo de padrdo deveria ser considerado para putrescina,
cadaverina, histamina e tiramina, que sao as aminas encontradas em altas
concentragdes, enquanto o menor nivel de adicdo de padrao deveria ser considerado
para as poliaminas, agmatina e também para feniletilamina e as indolaminas. Entdo HCI,
etanol fervente e tampéo borato seriam os solventes extratores selecionados para
histamina e os dois primeiros para tiramina.

As poliaminas espermina e espermidina apresentaram melhor recuperagdo com
HCI, entretanto espermidina também foi extraida adequadamente com acido percloérico.
Agmatina foi melhor extraida de queijo pelo tampao borato, entretanto HCl e &cido
perclérico também apresentaram resultados apropriados. Esta informacdo também é
relevante, pois poucos trabalhos investigam a presenca e a recuperagao de agmatina de
queijo. As diaminas putrescina e cadaverina foram melhor extraidas com tampé&o borato,
entretanto putrescina foi semelhantemente bem extraida com HCI e com os solventes
organicos metanol e etanol. A feniletilamina apresentou caracteristicas similares as da
tiramina descrita anteriormente. As indolaminas triptamina e serotonina apresentaram
comportamentos diferentes. Quando os dois niveis de adicdo de padrao foi considerado,
triptamina foi melhor extraida com os solventes orgéanicos, entretanto, nenhum deles
apresentou boa recuperagao para serotonina.

De uma forma geral, HCI seria o melhor extrator de aminas para queijo ralado,
extraindo sete das dez aminas. Os teores de aminas que sdo exce¢des deveriam ser
corrigidos pela porcentagem de recuperagéo que seria: 112% para cadaverina, 69% para
triptamina e 57% para serotonina. Recuperagdes semelhantes foram observadas para as
mesmas dez aminas por VALE & GLORIA (1997) e por MORET & CONTE (1996) para
oito aminas (exceto agmatina e serotonina). Estes pesquisadores concordam que HCI

mostra-se uma boa escolha para a analise de queijo.

4 CONCLUSOES

A eficiéncia de extragdo variou significativamente para as aminas bioativas
analisadas e foi influenciada pelos teores de aminas adicionadas no queijo, pelo tipo, pela

concentracao e temperatura do solvente utilizado.
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Histamina apresentou recuperacdo adequada na extracdo com HCI 1,0 molL,
etanol fervente e tampao borato e tiramina, na extracdo com HCI 1,0 mo/L e etanol
fervente.

A extracdo com HCI 1,0 mol/L permitiu recuperacdo adequada da maioria das
aminas de queijo ralado. Além disto, este foi um procedimento relativamente simples,
barato e rapido, devendo, portanto ser utilizado para extracdo de aminas de amostras de
queijo.

Na extracdo com etanol fervente, as aminas biogénicas (histamina, tiramina,
putrescina, cadaverina, feniletlamina e triptamina) apresentaram recuperacdes
adequadas, enquanto as poliaminas nao foram extraidas. Este solvente poderia ser
utilizado na extragéo seletiva de aminas biogénicas.

Quando a extracao seletiva de algumas aminas da matriz queijo ralado é desejada,
diferentes solventes deveriam ser utilizados para otimizar a recuperacdo da amina de
interesse. As poliaminas espermina e espermidina foram melhor extraidas com HCI,
agmatina com tampao borato ou HCI; as diaminas alifaticas putrescina e cadaverina foram
extraidas mais eficientemente com tampéao borato e HCI, enquanto que feniletilamina e as
indolaminas triptamina e serotonina apresentaram melhor recuperagdo com solventes
organicos.

Estes resultados foram obtidos para queijo parmeséao ralado que contem baixo teor
de umidade (max. 20%). Estudos devem também ser realizados para confirmar a

eficiéncia do procedimento de extragao na analise de outros tipos de queijo.
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CAPITULO Il
OTIMIZAGAO DAS REAGOES DE DERIVAGAO DE HISTAMINA
E TIRAMINA COM NINIDRINA E CLORETO DE DANSILAE
AVALIAGAO DO POTENCIAL DE UTILIZAGAO NA ANALISE
DESSAS AMINAS SEM INTERFERENCIA

RESUMO

Algumas aminas bioativas podem ser detectadas e quantificadas diretamente por
espectrofotometria no ultravioleta. No entanto, na maioria das vezes, sao detectadas por
espectrofotometria ou espectrofluorometria apds derivagdo com uma série de reagentes,
como cloreto de dansila (DnsCl), ninidrina, fluorescamina e o-ftalaldeido. Apesar da
variedade de estudos, nem sempre a derivacdo € descrita com detalhes e ndo ha
consenso sobre qual a melhor condicdo de reacdo de cada derivante. O objetivo deste
trabalho foi otimizar as reacdes de derivagao com ninidrina e DnsCl e avaliar o potencial
de deteccdo e determinacdo de histamina e tiramina sem interferentes por
espectrofotometria de absor¢ao molecular. As condigbes ideais da reagdo com ninidrina
foram de pH 6,0 para histamina e pH 7,0 para tiramina, em meio tamponado com
KH2PO4/NaOH; ninidrina 0,5 mg/mL dissolvida em metilglicol; 20 min de aquecimento a
100 °C. Os derivados da tiramina e da histamina apresentaram dois maximos de absorcao
em 568 e 402 nm e as oito aminas analisadas apresentaram perfis de absorcao
semelhantes. Os derivados da tiramina e da histamina com ninidrina permaneceram
estaveis por 100 min. As condi¢cbes ideais da reagdo com DnsCl foram 40 min de
aquecimento a 60 °C. Os derivados da histamina e tiramina apresentaram absorcao
maxima em 372 nm e as oito aminas analisadas apresentaram perfis de absorcao
semelhantes. Os derivados da tiramina e da histamina com DnsCl permaneceram
estaveis por mais de uma hora ao abrigo da luz e apresentaram absorvancia menor na

presenca de luz.

Palavras-chave: Ninidrina, cloreto de dansila, tiramina, histamina, aminas bioativas,

espectrofotometria de absorgcdo molecular.
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1 OBJETIVOS

O objetivo deste trabalho foi avaliar o potencial de utilizagdo de ninidrina e cloreto
de dansila (DnsCl) na analise espectrofotométrica de absorgdo molecular de histamina e
tiramina sem interferéncia de outras aminas. Os objetivos especificos foram (i) otimizar as
reagdes de derivagao da histamina e da tiramina com ninidrina; (ii) avaliar a estabilidade
dos derivados de histamina e tiramina com ninidrina; (iii) avaliar a interferéncia de oito
aminas bioativas no espectro de absorgdo molecular dos derivados de histamina e
tiramina com ninidrina; (iv) otimizar as reag¢des de derivagado da histamina e da tiramina
com DnsCl; (v) avaliar a estabilidade dos derivados de histamina e tiramina com DnsCl na
auséncia e na presenca da luz; (vi) avaliar a interferéncia de oito aminas bioativas no

espectro de absorg¢ao dos derivados de histamina e tiramina com DnsCl.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 MATERIAL

2.1.1 Reagentes e solventes

Os reagentes e solventes utilizados foram de grau analitico. Os padrbées das
aminas bioativas histamina (HIM, dicloridrato), tiramina (TIM, cloridrato), espermina (EPM,
tetracloridrato), espermidina (EPD, tricloridrato), agmatina (AGM, complexo sulfato
creatinina), putrescina (PUT, dicloridrato), cadaverina (CAD, dicloridrato), 2-feniletilamina
(FEM, cloridrato), triptamina (TRM) e 5-hidroxitriptamina (serotonina — SRT, cloridrato)
foram adquiridos da Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO, EUA). Cloreto de dansila (DnsCl)

foi adquirido da Sigma e ninidrina foi adquirida da Reagen.

2.1.2 Preparo da solugao padrao de aminas

As aminas foram pesadas considerando-se o peso da base livre e foram

dissolvidas em acido cloridrico 0,1 mol/L, obtendo-se solug¢des individuais de 1,0 mg de
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cada amina/mL. As solugbes de trabalho foram feitas pela diluicdo da solugdo na
concentragcado de 1,0 mg/mL. As solugbes foram armazenadas em frascos de polietileno, a
4 +1°C.

2.1.3 Solugoes tampao

As solucdes tampao fosfato pH 5,0; 6,0; 7,0 e 8,0 foram feitas de acordo com a
tabela Ill.1. O tampao em pH 7,0 com Na,HPO, e acido citrico também foi utilizado em
uma etapa; e para isto foram misturados 16,5 mL de solugdo de Na,HPO,4 0,2 mol/L com
3,5 mL de solucao de acido citrico 0,1 mol/L. As solugcdes tampao de borato pH 9,0 e 10,0

foram feitas de acordo com a tabela I11.2.

Tabela Ill.1: Preparo de solugdes tampao fosfato em diferentes valores de pH

pH Volume de KH2PO4 0,1 mol/L (mL) | Volume de NaOH 0,1 mol/L (mL)
5,0 50,0 2,5
6,0 50,0 5,7
7,0 50,0 29,6
8,0 50,0 46,8

Tabela lll.2: Preparo de solugdes tampao borato em diferentes valores de pH

pH* Volume de H3;BO3; 0,1 mol/L (mL) | Volume de NaOH 0,1 mol/L (mL)
9,0 50,0 26,7

10,0 50,0 46,9

* Volume final de 100,00 mL.

2.2 METODOS

2.2.1 Absorgao de histamina e tiramina sem derivagao na regiao do ultravioleta

Realizou-se, em espectrofotdbmetro Shimadzu 160A (Kyoto, Japao), varredura do

espectro de absorcdo em 200 a 350 nm da histamina e tiramina na concentracao de 20,0

ug/mL. A solugao de tiramina 1,0 mg/mL foi dissolvida em solu¢des de HCI 0,1 mol/L para
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preparar uma curva analitica nas concentragdes de 20,0; 60,0; 100,0; 140,0 e 200,0
ug/mL com leitura da absorvancia em 275 nm. A curva analitica foi feita em triplicata, em

trés dias diferentes de analise.
2.2.2 Reacao da histamina e tiramina com ninidrina

A reagdo das aminas com ninidrina foi realizada de acordo com o esquema
demonstrado na figura Ill.1. Foram otimizados o meio da reagéo, o pH, a concentragao de

ninidrina e o tempo e a temperatura de aquecimento.

AMINA
\!
Ajuste do pH
\’

Ninidrina
\2
Aquecimento

\

Resfriamento
J
Afericao do volume

\J

Leitura em espectrofotdbmetro

Figura lll.1: Esquema do procedimento de derivagdo de aminas bioativas com ninidrina.

2.2.2.1 Avaliagao do meio que ocorre a reagao das aminas com ninidrina

Foi analisada a reagao da ninidrina, em pH neutro, com as dez aminas estudadas,
pipetando-se 1,00 mL da solu¢do da amina 1,0 mg/mL. A solugéo foi neutralizada com
NaOH 2,0 mol/L, foi adicionada de 1,0 mL de ninidrina 5,0 mg/mL e aquecida por 20 min
em banho-maria fervente. A mistura foi resfriada em agua corrente e transferida para
baldo volumétrico de 25,00 mL.

Algumas aminas formaram precipitado apés o aquecimento. Foram testados dois
tipos de solucao tampao, Na,HPO, com acido citrico e KH,PO4, com NaOH, ambas em pH
7,0 para observar sua interferéncia na formacado do precipitado. Testou-se, ainda, a

ninidrina dissolvida em metilglicol (etileno glicol monometil éter) ao invés de agua e,



84

também, a necessidade da adigao de solugcédo tampao para estabilizar o pH do meio apos

a neutralizacdo da amostra.

2.2.2.2 Determinagdo do pH ideal para a reacao de histamina e tiramina com
ninidrina

A reacao da tiramina e da histamina com ninidrina foi testada em seis valores de
pH diferentes (5,0; 6,0; 7,0; 8,0; 9,0 e 10,0). Foi pipetado 0,5 mL da solu¢do 1,0 mg/mL da
amina e esta foi neutralizada com 0,1 mL de NaOH 0,5 mol/L. Foi adicionado 1,0 mL da
solugdo tampao nos valores de pH a serem testados e 1,0 mL de ninidrina 5 mg/mL
dissolvida em metilglicol. Em seguida, as solu¢gdes foram aquecidas por 20 min, em

banho-maria fervente. Foi realizada a leitura das absorvancias a 570 e 400 nm.

2.2.2.3 Determinagao do tempo de aquecimento e da concentragcdao do derivante
ideais para a reagdo de histamina e tiramina com ninidrina

Foram analisadas duas concentragdes de ninidrina, 5,0 e 10,0 mg/mL (LUKTON &
OLCOTT, 1958; PANASIUK et al.,, 1998; STARCHER, 2001), e quatro tempos de
aquecimento (5, 10, 20 e 30 min). Foi pipetado 1,00 mL da solugéo 1,0 mg/mL da amina e
esta foi neutralizada com 0,2 mL de NaOH 0,5 mol/L. Foi adicionado 1,0 mL de tampao
fosfato (KH,PO4, e NaOH em pH 7,0) e 1,0 mL de ninidrina dissolvida em metilglicol. As
amostras foram aquecidas em banho-maria fervente. A mistura foi resfriada em agua
corrente, esta foi transferida para baldo volumétrico de 25,00 mL e o volume foi
completado com agua destilada. Foi realizada uma varredura no espectro de absorgao
das aminas derivadas entre 350 e 700 nm e foram selecionados os comprimentos de
onda de absorgdo maxima, nos quais as absorvancias foram lidas. As analises foram

realizadas com quatro repetigdes.

2.2.2.4 Determinacdao da temperatura de aquecimento ideal para a reagao de
histamina e tiramina com ninidrina

Foram analisadas trés temperaturas de aquecimento (90, 95 e 100 °C). Foi
pipetado 1,00 mL da solugédo 1,0 mg/mL da amina e esta foi neutralizada com 0,2 mL de
NaOH 0,5 mol/L. Foi adicionado 1,0 mL de tampao fosfato em pH 7,0 e 1,0 mL de
ninidrina 5,0 mg/mL dissolvida em metilglicol. As amostras foram aquecidas em banho-
maria por 20 min. A mistura foi resfriada em agua corrente, esta foi transferida para baldo
volumétrico de 25,00 mL e o volume foi completado com agua destilada. Foi realizada

uma varredura no espectro de absor¢cdo das aminas derivadas entre 350 e 700 nm. As
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absorvancias foram lidas nos comprimentos de onda que apresentaram maximos de

absorcao. As analises foram realizadas com quatro repeticoes.

2.2.2.5 Avaliagcao da interferéncia de oito aminas bioativas no espectro dos
derivados da histamina e da tiramina com ninidrina

Ap6s a otimizacdo da reacao, foi verificada a interferéncia de oito aminas no
espectro dos derivados da tiramina e da histamina. Foi pipetado 0,5 mL da solugdo 1,0
mg/mL da amina e esta foi neutralizada com 0,1 mL de NaOH 0,5 mol/L. Foi adicionado
1,0 mL de tampéo fosfato em pH 7,0 e 1,0 mL de ninidrina 5 mg/mL dissolvida em
metilglicol. As amostras foram aquecidas por 20 min em banho-maria fervente. A mistura
foi resfriada em agua corrente, esta foi transferida para baldo volumétrico de 25,00 mL e o
volume foi completado com agua destilada. Foi realizada varredura no espectro de
absorgao das aminas derivadas entre 350 e 700 nm.

2.2.2.6 Avaliagdo da estabilidade dos derivados de histamina e tiramina com
ninidrina

Foi testada a estabilidade dos produtos da reacdo da ninidrina com tiramina e
histamina, realizada de acordo com o item anterior, fazendo leituras da absorvancia das
aminas derivadas a 568 e 402 nm em intervalos de tempo de 45 min por
aproximadamente 2 h. As aminas foram testadas em quatro concentragbes diferentes

(5,0; 10,0; 20,0 e 40,0 ug/mL) com seis repeticdes.

2.2.2.7 Curva analitica dos derivados da histamina e tiramina com ninidrina

Foi preparada uma curva analitica para histamina e tiramina. Adicionou-se, em
tubos de polietileno, 125,0; 187,0; 250,0; 375,0; 437,0 e 500,0 uL de solugao padrao 1,0
mg/mL de histamina e 75,0; 150,0; 250,0; 300,0; 375,0 e 500,0 uL de solugdo padrao 1,0
mg/mL de tiramina. A reacgé&o foi realizada como descrito no item anterior. Realizou-se a
leitura da absorvancia de seis repeticdoes de cada concentracdo das aminas a 568 e 402

nm.
2.2.3 Reacao de histamina e tiramina com cloreto de dansila
A reacdo das aminas com cloreto de dansila foi realizada de acordo com o

esquema demonstrado na figura Ill.2. Foram otimizados o meio da reagao, a adi¢cao de

NH4OH, o tempo e a temperatura de aquecimento.
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AMINA
\2
NaHCO3; saturado
\2
Cloreto de dansila 5 mg/mL em acetona
\!

Aquecimento

\J
Adigao de NH,OH

Diluicao
\’

Centrifugagao

Leitura em espectrofotdmetro

Figura lll.2: Esquema do procedimento de derivagdo de aminas bioativas com cloreto de
dansila.

2.2.3.1 Influéncia do solvente na derivagao de histamina e tiramina com DnsClI

Para a reacdo da tiramina e histamina com DnsCl, foi utilizado inicialmente o
procedimento adaptado de MORET et al. (1996). A 500,0 uL da solugdo padrdao 0,5
mg/mL da amina, foram adicionados 0,5 mL de solugc&o saturada de bicarbonato de sodio
e 1,0 mL de DnsCl 5 mg/mL em acetona. A mistura foi homogeneizada em agitador
Vortex e mantida por 1 h a 40 °C. Em seguida, foram adicionados 8,0 mL de agua
destilada ou etanol. A mistura foi centrifugada por 5 min a 3.354 g e foi feita a varredura
do espectro de absorgcdo. Todo o procedimento foi realizado ao abrigo da luz com cinco

repeticoes.

2.2.3.2 Influéncia da adicao de NH,OH ap6s a reacao de histamina e tiramina com
DnsClI

A reacao descrita acima foi comparada aos procedimentos de alguns autores que
utilizam hidroxido de amoénio para eliminar o excesso de DnsCl (VIEITES et al., 1997,
BOZKURT & ERKMEN, 2002; MAH et al.,, 2002). A 500,0 uL da solugdo padrao
0,25 mg/mL da amina, foram adicionados 0,5 mL de solu¢do saturada de bicarbonato de
sodio e 1,0 mL de DnsCl 5,0 mg/mL em acetona. A mistura foi homogeneizada e mantida
a 40 °C por 1 h. Foram adicionados 100,0 uL de NH4OH 2,3% a mistura, seguido da (i)

diluicdo com etanol, centrifugagao e leitura; ou (ii) repouso a temperatura ambiente, por
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30 min, antes da adi¢cdo de etanol, centrifugacdo e leitura. Esta etapa foi realizada ao

abrigo da luz com cinco repetigdes.

2.2.3.3 Determinacao do tempo e temperatura de aquecimento ideais para a reagao
de histamina e tiramina com DnsClI

Foram analisados os parametros de tempo (40, 50 e 60 min) e temperatura de
aquecimento (40 e 60 °C) da reagao de histamina e tiramina com DnsCl. Apds a reagao,
foi seguido o procedimento descrito acima sem adicdo de NH,OH e os derivados foram

analisados a 372 nm. Os testes foram feitos ao abrigo da luz em triplicata.

2.2.3.4 Avaliagdo da interferéncia de oito aminas bioativas no espectro dos
derivados da histamina e da tiramina com DnsClI

Apds a otimizagao da reagao, foi verificada a interferéncia de oito aminas no
espectro da tiramina e da histamina. Foi pipetado 100,0 uL da solugédo 1,0 mg/mL da
amina e esta foi adicionada de 0,5 mL de solugao saturada de NaHCOg;. Foi adicionado
1,0 mL de DnsCl 5,0 mg/mL dissolvido em acetona, as amostras foram homogeneizadas
e aquecidas por 40 min em banho-maria, a 60 °C. Apds resfriamento, foram adicionados
8,0 mL de etanol e as amostras foram agitadas e centrifugadas a 3.354 g por 5 min. Foi
realizada uma varredura no espectro de absor¢cdo das aminas derivadas entre 300 e 600
nm. Todo o procedimento foi realizado ao abrigo da luz. A absortividade molar de cada

derivado foi determinada utilizando a lei de Beer.

2.2.3.5 Avaliacao da estabilidade dos derivados de histamina e tiramina com DnsCl
na auséncia e na presenca de luz

Foi testada a estabilidade dos produtos da reagcdo de histamina e tiramina com
DnsCl, seguindo o procedimento descrito acima, ao abrigo da luz e exposto a luz, fazendo
leituras da absorvancia das aminas derivadas a 372 nm em intervalos de tempo por 2 h. A

analise foi realizada com seis repetigdes.

2.2.3.6 Curva analitica dos derivados da histamina e tiramina com DnsCl

Foi preparada uma curva analitica para tiramina e histamina. Foram adicionados,
em tubos de polietileno, 125,0; 187,0; 250,0; 375,0; 437,0 e 500,0 uL de solugcéo padrao
0,5 mg/mL de histamina e 75,0; 150,0; 250,0; 300,0; 375,0 e 500,0 uL de solugéo padrao

0,5 mg/mL de tiramina. A reagdo foi realizada ao abrigo da luz, como descrito
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anteriormente. Realizou-se a leitura da absorvancia de seis repeticbes de cada
concentracido das aminas a 372 nm.

2.2.4 Analise dos dados

Os resultados obtidos foram submetidos a analise de varidncia e as médias
comparadas pelo teste de Duncan a 5% de probabilidade.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 DETECGAO DE HISTAMINA E TIRAMINA SEM DERIVAGAO NO ULTRAVIOLETA

Na figura 1.3, é possivel observar o espectro de absor¢ao da histamina e tiramina.

Histamina e tiramina apresentaram comprimento maximo de absorgcdo em 220 nm. No

entanto, neste comprimento de onda, outros componentes da matriz apresentam
absorcao (JOOSTEN & OLIEMAN, 1986) e com isto, os protocolos de purificagdo tém que

ser mais longos, ou é necessario metodo para separacao destes compostos.
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Figura Ill.3: Espectro de absorgédo da histamina (a) e tiramina (b) na regido do ultravioleta
na concentragdo de 20,0 ug/mL. Comprimentos maximos de absorgdo em 220 nm para histamina e
em 220 e 275 nm para tiramina.

Tiramina apresentou uma banda com maximo de absorcdo em 275 nm e para esta
amina foi feita uma curva analitica, apresentada na figura Ill.4. O coeficiente de

determinacao (r?) da curva analitica da tiramina na faixa de concentracéo de 20,0 pg/mL a
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202,0 ug/mL para a substancia pura foi baixo. Deve-se ainda reavaliar esta faixa de
concentracdo e realizar teste de linearidade. Além disso, antes de se utilizar este
procedimento para detecgdo e quantificagcdo desta amina na matriz queijo parmesao
ralado €& necessario avaliar se os procedimentos de purificacdo e separagao sao

suficientemente seletivos.

— 0,8 -
£
c 0,6 _
o
N 0,4 -
< 45| y = 0,0042x + 0,0651
: R? = 0,9845
O T T T T 1
0 50 100 150 200 250

Conc. de TIM (ng/mL)

Figura IlIl.4: Curva analitica da tiramina com leitura da absorvéncia em 275 nm em
concentragdes entre 20,0 e 202,0 ug/mL.

3.2 DERIVAGAO DE HISTAMINA E TIRAMINA COM NINIDRINA

3.2.1 Avaliagao do meio que ocorre a reagao das aminas com ninidrina

Ao se testar a condicao inicial de reagdo com ninidrina dissolvida em agua, com a
solucédo em pH 7,0, observou-se formacgao de precipitado, apés o aquecimento, com as
aminas putrescina, cadaverina, espermidina, espermina, agmatina, tiramina, feniletilamina
e triptamina. Nao foi observada a formacédo de precipitado apenas com histamina e
serotonina. A reacao de tiramina e histamina com ninidrina tamponada nos dois tipos de
solucdo-tampao testados levou a formacédo de composto de cor lilas, com comprimentos
de onda maximos em 568 e 402 nm. No entanto, também houve a formacédo de
precipitado escuro nas duas situagdes, diferente do trabalho de PANASIUK et al. (1998),
que utilizou solugdo aquosa de ninidrina para analise de aminoacidos em meio
tamponado com fosfato em pH 7,0, e ndo relataram problemas.

Com ninidrina dissolvida em metilglicol, ndo houve a formagao de precipitado com

as aminas estudadas, sendo ideal a dissolugao de ninidrina em metilglicol, ao invés de
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agua ou apenas de solugédo tamp&o. Provavelmente este € um dos motivos do metilglicol
ser um dos solventes mais comuns para ninidrina (ZEE et al., 1981; JOOSTEN &
OLIEMAN, 1986; LE BOUCHER et al., 1997; STANDARA et al., 1999; KOMPRDA et al.,
2001).

As leituras de absorvancia dos compostos formados a partir da reacao da tiramina
com ninidrina dissolvida em metilglicol em meio tamponado em pH 7,0 foram
significativamente maiores que a reagcdo em meio ndo tamponado. A adi¢cdo de solugao

tampéao foi importante para garantir o pH do meio apés a neutralizagédo da amostra.

3.2.2 Determinagao do pH ideal para a reagao de histamina e tiramina com ninidrina

O pH ideal para a derivagao de histamina com ninidrina foi de 6,0 e para a tiramina
7,0 em ambos comprimentos de onda testados (tabela 111.3). De acordo com JOHNSTON
(1958), a reacao deve ser realizada em meio neutro para ocorrer a reagao, no entanto, ha
variagcao dos valores de pH entre 4,5 e 7,0 nos estudos descritos na literatura (LUKTON &
OLCOTT, 1958; ZEE et al., 1981; PANASIUK et al., 1998).

Tabela Ill.3: Influéncia do pH na formacdo do derivado de histamina e tiramina com

ninidrina
Absorvancia (%CV)
pH 5,0 pH 6,0 pH 7,0 pH 8,0 pH 9,0 pH 10,0

Histamina

568 nm 0,222 ¢ (9) 0,309a(5) 0,248b(3) 0,138d(2) 0,123d(8) 0,054 e (1)
402 nm 0,273b(8) 0,358a(5) 0,293b(3) 0,243c(1) 0,232c(5) 0,150d (1)
Tiramina

568 nm 0,003 f (<0,01) 0,313b(2) 0,424a(6) 0,202d(6) 0,240c(2) 0,042e (9)
402 nm 0,026 d (10) 0,411b(2) 0,604a(5 0414b(4) 0,404b(2) 0,146 c(9)

CV: coeficiente de variacdo. Valores para cada linha (a-f) com letras diferentes séo significativamente
diferentes (Teste de Duncan; p < 0,05).

Estes valores estdo de acordo com o mecanismo proposto para a reacdo de
aminas primarias com ninidrina (figura 3), que é catalisada por acido. No entanto, esta
acidez ndo pode ser elevada, sendo havera protonagdo extensa do grupo amino,

diminuindo a concentracao do nucledfilo necessario (SOLOMONS, 1996).
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3.2.3 Determinagao do tempo e temperatura de aquecimento ideais e da influéncia

da concentragao de ninidrina na reagao com histamina e tiramina

Na tabela Ill.4, pode-se observar a absorvancia dos derivados da histamina e da
tiramina a 568 e 402 nm, apds reacao com ninidrina em diferentes concentracdes e tempo
de aquecimento. Foi observada alteragao na cor da solugdo para um tom marrom apés 30
min de aquecimento dos derivados tanto da histamina, como da tiramina. Desta forma,
para evitar a formagcdo de compostos secundarios, foi selecionado o tempo de
aquecimento de 20 min, apesar do derivado da tiramina a 568 nm ter apresentado
absorgao significativamente maior com 30 min. Além disso, com 20 min de aquecimento,

nao houve diferenga significativa entre as duas concentrag¢des de ninidrina testadas.

Tabela Illl.4: Influéncia da concentracdo de ninidrina adicionada e do tempo de
aquecimento na formagao dos derivados da histamina e da tiramina com leitura da

absorvancia a 568 e 402 nm

Tempo de Absorvancia (%CV)
aquecimento Ninidrina 0,5 mg/mL Ninidrina 1,0 mg/mL
(min) 568 nm 402 nm 568 nm 402 nm
Histamina
5 0,658 b 0,871 ¢ 0,716 ¢ 0,851 ¢
(17) (5) (12) (12)
10 1,103 a 1,322 b 1,186 b 1,410 b
(2) (2) (15) (13)
20 1,159 a 1,398 ab 1,296 ab 1,525 ab
(18) (17) (2) (2)
30 1,293 a 1,544 a 1,457 a 1,701 a
(11) (11) (7) (8)
Tiramina
5 1,453 d,x 1,891 ¢,x 1,267 ¢,y 1,663 b,y
(4) (4) (6) (6)
10 1,906 ¢ 2,373 b 1,930 b 2,388 a
(1) (2) (1) (1)
20 2,076 b 2,468 a 2,035a 2,445 a
(5) (2) (3) (1)
30 2,277 a,x 2,491 a 2,085 a,y 2,448 a

(1) (0) (1) (0,9)
CV: coeficiente de variagdo. Valores para cada coluna (a-d) ou linha (x-y) com letras diferentes séo
significativamente diferentes (Teste de Duncan; p < 0,05).

Na tabela Ill.5, pode-se observar a absorvancia dos derivados da histamina e da
tiramina a 568 e 402 nm, apds reagao com ninidrina em diferentes temperaturas de

aquecimento. A leitura da absorvancia a 568 nm do derivado da tiramina apresentou
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diferenga significativa em relagdo a temperatura de aquecimento da reagcdo, sendo mais
adequado utilizar temperatura de ebulicdo por 20 min. Estes resultados estdo de acordo
com as variacdes de tempo e temperatura mais comuns descritos na literatura para
reagdes de ninidrina com algumas aminas e aminoacidos (LUKTON & OLCOTT, 1958;
PANASIUK et al., 1998; STARCHER, 2001).

Tabela lIl.5: Influéncia da temperatura de aquecimento durante 20 min na formagao dos
derivados da histamina e da tiramina com ninidrina com leitura da absorvancia a 568 e
402 nm

Temperatura Absorvancia (%CV)
(°C) Histamina Tiramina
568 nm 402 nm 568 nm 402 nm
% 1,114 1,317 1,928 b 2,372
(3) (3) (2) (2)
95 1,127 1,330 1,897 b 2,331
(2) (2) (8) (7)
1,172 1,397 2,101 a 2,495
Ebulicdo

(14) (13) (1) (0.3)

Valores para cada coluna com letras diferentes séo significativamente diferentes (Teste de Duncan, p

0,05). Valores sem indicacdo de letras ndo apresentaram diferenca significativa (Teste de Duncan, p
0,05).

IV IA

3.2.4 Avaliagao da interferéncia de oito aminas bioativas no espectro dos derivados

da histamina e da tiramina com ninidrina

A tiramina e a histamina apresentaram absor¢cdo maxima em 568 e 402 nm (figura
[11.5). As oito aminas analisadas apresentaram perfis de absor¢cdo maxima semelhantes
aos da tiramina e histamina (figura 1ll.6). Estes resultados corroboram o mecanismo da
reacdo proposto por PETROVSKAIA et al. (2001), representado na figura 3, que
demonstra a eliminagédo do grupo R ligado ao grupo amino, apds reagao da ninidrina com
uma amina. Apenas serotonina apresentou o perfil ligeiramente diferente com absorgao

maxima em 560 e 383 nm.
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Figura lIl.5: Espectro de absorg¢ao, na regido do visivel, dos derivados da tiramina (a) e

histamina (b) com ninidrina na concentracdo de 40,0 upug/mL e 550 pg/mL,
respectivamente.
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Figura ll.6: Espectro de absorgao, na regido do visivel, dos derivados da ninidrina com
tiramina e histamina sobrepostos aos espectros de putrescina e cadaverina, espermidina
e espermina, agmatina, feniletilamina, triptamina e serotonina.
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De acordo com o mecanismo de reagao proposto por PETROVSKAIA et al. (2001),
o composto final de todas as reagdes foi o mesmo. Desta forma, o calculo da
absortividade molar de cada amina bioativa derivada com ninidrina, indica o rendimento
da reagao de derivagéo e esta indicada na tabela Ill.6. Pode-se observar na figura Ill.7,
que as aminas apresentam uma tendéncia de maior rendimento a medida que o numero
de grupos amino aumentam, mas também se agrupam por caracteristicas funcionais dos

grupamentos associados, como fendis.

Tabela Il1.6: Rendimento da derivagdo das aminas bioativas com ninidrina, calculado pela

absortividade molar, obtida pela Lei de Beer.

Aminas Absortividade molar (10°.L/cm.mol)
568 nm 402 nm
Histamina 0,94 1,66
Tiramina 2,95 5,26
Espermina 7,96 12,54
Espermidina 7,20 10,43
Agmatina 4,38 5,90
Putrescina 4,54 6,82
Cadaverina 5,88 8,98
Feniletilamina 2,29 5,22
Triptamina 2,46 4,50
Serotonina 1,53 4,29
201
Espermina
1,54 E:per:idina
LE Cadayerina
g DJS- Putrescina
% 0,04 e
Tira:ina
2 TP i
1,0 o S
L]
> ! 0 1 2

402 Norm

Figura lll. 7: Relacdo entre o rendimento da derivagdo das aminas bioativas com ninidrina
a 568 e 402 nm, calculado pela absortividade molar, obtida pela Lei de Beer.
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3.2.5 Avaliacao da estabilidade dos derivados de histamina e tiramina com ninidrina

Os derivados da ninidrina com histamina e tiramina se apresentaram estaveis por
100 min, exceto com histamina na concentragédo 5,0 ug/mL, como pode ser observado na
tabela 11.7. Apesar de terem sido observadas diferengas significativas para o derivado da
histamina, os valores de absorvancia para cada tempo de leitura apresentaram variagoes
numeéricas de apenas 0,002 a 0,006, que estdo proximas da faixa de sensibilidade do
equipamento utilizado. Nao foi encontrado relato anterior sobre estabilidade dos derivados
de ninidrina com aminas bioativas. Foi observado, em um estudo com derivados de
leucina e de uma mistura de aminoacidos, estabilidade destes por 30 min, apds leitura a
cada 30 s da absorvéancia dos derivados (PANASIUK et al., 1998).

Tabela lll.7: Absorvancia da histamina e da tiramina a 568 e 402 nm, em diferentes

concentragdes, imediatamente, 45 e 100 min apos reagao com ninidrina

Concentragao Absorvancia (%CV)
(ng/mL) Tempo apds a reacao (min) / diferentes comprimentos de onda
0 45 100
568 nm 402 nm 568 nm 402 nm 568 nm 402 nm
Histamina
5 0,017 a 0,054 0,018 a 0,055 0,015b 0,052
(6) (5) (9) (5) (7) (5)
10 0,103 0,167 a 0,103 0,165 ab 0,101 0,161 b
9) (2) (9) (2) (8) (2)
20 0,333 0,442 0,332 0,435 0,329 0,428
9) (6) (9) (6) (9) (7)
40 1,195 1,415 1,182 1,388 1,176 1,377
(13) (13) (13) (13) (13) (13)
Tiramina
5 0,051 0,138 0,047 0,133 0,046 0,132
(19) (5) (20) (5) (21) (5)
10 0,203 0,395 0,199 0,388 0,198 0,384
(27) (12) (27) (12) (28) (12)
20 0,647 0,952 0,641 0,942 0,639 0,936
(19) (6) (19) (6) (19) (6)
40 2,000 2,428 a 1,981 2,415 ab 1,970 2,399 b

(1) (1) (2) (1) (2) (1)

CV: coeficiente de variagao. Valores para cada linha com letras diferentes séo significativamente diferentes
(Teste de Duncan, p < 0,05). Valores sem indicagdo de letras ndo apresentaram diferenga significativa
(Teste de Duncan, p > 0,05).
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3.2.6 Curva analitica dos derivados da histamina e tiramina com ninidrina

A relacao linear entre as absorvancias a 568 e a 402 nm e as concentracbes dos

derivados de ninidrina com histamina na faixa de concentragao de 5,0 a 20,0 ug/mL e com

tiramina na faixa de 3,0 a 20,0 pg/mL esta ilustrada nas figuras 1.8 e IlI.9,

respectivamente, junto a equagdo da reta e ao coeficiente de determinagao (r2). @]

coeficiente de determinacao da curva analitica dos derivados da histamina e da tiramina

com ninidrina foram maiores em 402 nm. Os limites de deteccdo de ambas aminas foram

menores em 402 nm. Desta forma, a resposta dos derivados neste comprimento de onda

foi melhor e este pode ser selecionado para quantificacdo de histamina e tiramina, sendo

necessaria, ainda, a avaliacao da presenca de interferentes na matriz da amostra.

A (568 nm)

0,5
0,4 |

0,3

0,2 | %

0,1 y=0,0238x-0,1335

R%2=0,9676
0 ‘ T T T 1
o 0 5 10 15 20 25
Him (p, g/mL)

A (402 nm)

0,6
05
04
03
0,2
0,1

*

y=0,0275x- 0,1263
R?=0,9711

5 10 15 20 25
Him (ug/mL)

Figura Il.8: Curvas analiticas do derivado da histamina com ninidrina em concentra¢des
de 5,0 a 20,0 ug/mL com leitura da absorvancia a 568 e 402 nm.
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Figura Il1.9: Curvas analiticas do derivado da tiramina com ninidrina em concentragdes de
3,0 a 20,0 ug/mL com leitura da absorvancia a 568 e 402 nm.
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3.3 DERIVAGAO DE HISTAMINA E TIRAMINA COM CLORETO DE DANSILA

3.3.1 Influéncia do solvente na derivagao de histamina e tiramina com DnsClI

Apos a reacdo com DnsCl, observou-se a formagao de um precipitado gelatinoso
que sedimentou apds a centrifugagcéo. Ao se adicionar agua, foi observado que mesmo
ap6s a centrifugacéao, o liquido permaneceu turvo, ndo sendo adequada a sua utilizagao
para leitura espectrofotométrica. Na mistura adicionada de etanol, o precipitado formado
ficou bem sedimentado apds a centrifugagao e a solugao ficou limpida. Desta forma, este
solvente foi escolhido para a diluicao. Histamina apresentou absorcado maxima em 373 nm

e tiramina em 371 nm na solugéao diluida com etanol.

3.3.2 Influéncia da adicao de NH,OH apds a reagcao de histamina e tiramina com
DnsClI

Varios pesquisadores descreveram a necessidade de retirar o excesso de DnsCl,
quando utilizam cromatografia, pois este pode interferir na separacédo de algumas aminas
(SHAKILA et al., 2001; MAH et al., 2002). Esta etapa geralmente é feita pela adicdo de
NH4OH (VINCE & ANTONELLI, 2002; GAYA et al.,, 2005). Na tabela 11l.8, pode-se
observar a influéncia da adicao de NH,OH apds a reacao de histamina e tiramina com
DnsCl. Apos o tempo de espera, descrito por VIEITES et al. (1997) e BOZKURT &
ERKMEN (2002), o valor da absovancia foi semelhante ao valor sem adigdo de NH,OH.
Desta forma, neste procedimento ndo foi necessario retirar o excesso de DnsCl, como
descrito por DUGO et al. (2006).

Tabela Ill.8: Absorvancia da histamina e da tiramina a 372 nm, apds reagao com cloreto

de dansila sem e com adicdo de NH,OH em diferentes condigdes

Reacao Absorvancia a 372 nm (%CV)
Histamina Tiramina
. 0,516 b 0,351 b
Sem adicdo de NH,OH ’ ’
e 1,100 o11h
a a
NH4OH sem repouso ’ ’
4 P 9) (5)
0,500 b 0,355 b

NH,OH com repouso

‘ P (3) (8)
CV: coeficiente de variagao. Valores para cada coluna com uma mesma letra ndo séo significativamente
diferentes (Teste de Duncan, p < 0,05).
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3.3.3 Determinacao do tempo e temperatura de aquecimento ideais para a reagao de

histamina e tiramina com DnsCl

A influéncia da temperatura e do tempo de aquecimento na formagdo dos
derivados de DnsCl com tiramina e histamina pode ser observada na tabela 111.9. A
formacdo de derivado do DnsCl com histamina n&o foi influenciada pelo tempo e
temperatura de aquecimento testados. Para tiramina, foi observada maior absorvancia na
mistura formada, a 60 °C, e ndo houve diferenca entre os tempos de aquecimento. Desta
forma, as condicdes ideais da reacao para tiramina foram o menor tempo (40 min), a 60
°C, e para padronizar as condi¢cdes de trabalho, foram utilizados os mesmos valores para
histamina.

Comparacoes de cinco variagdes de tempo e temperatura (30 min, 1 he 2 h a 40
°C; 1 h a 55 °C; e 16 h a temperatura ambiente) também nao apresentaram diferenca na
reagdo da tiramina e histamina com cloreto de dansila (LAPA-GUIMARAES & PICKOVA,
2004). Outros estudos selecionaram condi¢des semelhantes a este trabalho com
temperaturas de 60 e 65 °C por 12 a 25 min (COBO & SILVA, 1999; CASAL et al., 2002).

Tabela II.9: Influéncia do tempo e da temperatura de aquecimento na formagao dos
derivados da histamina e da tiramina com cloreto de dansila com leitura da absorvancia a
372 nm

Tempo de Absorvancia a 372 nm (%CV) /| Temperatura
aquecimento
(min) 40 °C 60 °C
Histamina
0,713 0,818
40 ’ ’
0(77%2 0(6;31
50 ) H
0,841 078
767
60 ’ ’
(11) (5)
Tiramina
0,421 b 0,508 a
40 ’ ’
(5) (6)
50 0,424 b 0,474 a
(5) (2)
60 0,441 b 0,489 a

(4) (3)
CV: coeficiente de variagdo. Valores para cada linha com uma mesma letra ndo séo significativamente
diferentes (Teste de Duncan, p < 0,05). Valores sem indicagdo de letras ndo apresentaram diferenca

significativa (Teste de Duncan, p > 0,05).
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3.3.4 Avaliacao da interferéncia de oito aminas bioativas no espectro dos derivados

da histamina e da tiramina com DnsCI

As oito aminas analisadas apresentaram perfis e comprimentos de onda de
absorcdo maxima semelhantes aos da tiramina e histamina. Desta forma, seriam
necessarios métodos de purificacdo e separagao para determinacéo seletiva das aminas
(figura 111.10).

Histamina Tiramina
+2.8008 +2.80A
8.580
(2/3?8 ) CA/DIV.)
+@.88A +@.680A
NM NI
300.0 58.8¢NM/DIV.> 600.0 3000 58 AL REAALH. S Bad #
110 a g [ 6e@.onn ] 12:81 8s12 '04 [eea.anm ]
Putrescina e cadaverina Espermidina, espermina e agmatina
DATA PROCESSING Ys/N 7 DATA PROCESSING Y- H 7
+2.808A +2.808A
a8.588 ’ :Q i
CAsDIV.) (2}3?3_)
+0.80A = NM +8.88A7 B NHM
300.0 58.8C(NH/DIV.> 600.0 300.0 58.8CNM-DIV.) 600.0
12:54 8-12 '@04 [Eea.ann ] 13:22 8,12 '04 [E86.60N0 ]
Feniletilamina e triptamina Serotonina
DATA PROCESSING Y/N ? DATA PROCESSING Y-N 7
+2.0808A8 +2.680A
8.588
8:8%0., - L CAZBTU.)
- a8.88a
+0.080A MM + MM
388.0 58.8(NM-DIV.) 608.0 308.0 S8.8CNM-DIV. > 600.8
12:22 8,12 '84 [ 68@.8NM | 12:37 8-12 '@84 [ 6808 .8HM ]

Figura 111.10: Espectro de absorgéo, na regido do uv-visivel, dos derivados de tiramina e
histamina com cloreto de dansila sobrepostos aos espectros dos derivados de putrescina
e cadaverina, espermidina e espermina, agmatina, feniletilamina, triptamina e serotonina.
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A absortividade molar das aminas bioativas derivadas com ninidrina esta indicada
na tabela 1l1l.10. Na condicdao selecionada, a histamina apresentou absortividade
semelhante a tiramina. Para os derivados de cloreto de dansila, o numero de grupos
amino da substancia ndo foi determinante no valor da absortividade molar. Apesar da
poliamina espermina ter apresentado o maior valor, ndo houve distingdo clara entre as
monoaminas e as diaminas. Agmatina, feniletilamina e triptamina apresentaram os

menores valores.

Tabela 111.10: Absortividade molar em 372 nm, calculada pela Lei de Beer, das aminas

bioativas derivadas com cloreto de dansila

Aminas Absortividade molar
(10%.L/cm.mol)
Histamina 5,95
Tiramina 5,28
Espermina 9,61
Espermidina 6,10
Agmatina 2,45
Putrescina 4,35
Cadaverina 5,23
Feniletilamina 2,78
Triptamina 2,11
Serotonina 5,20

3.3.5 Avaliagao da estabilidade dos derivados de histamina e tiramina com DnsClI na

auséncia e na presencga de luz

Na tabela .11, pode-se observar a estabilidade dos derivados de DnsCl com
histamina e tiramina na presenga e auséncia de luz. A absorvancia dos derivados de
histamina e tiramina foi significativamente maior na reacado efetuada na auséncia de luz.
Nem todos os trabalhos tém descrito se a reagao foi realizada ou ndo na auséncia de luz,
no entanto, isto deve ser destacado, pois pode haver uma diferenga muito grande ao
realizar o procedimento sem este cuidado. Alguns autores realizam etapas de purificagao

ap6s a dansilagao para analise cromatograficas (NAGUIB et al., 1995; CASAL et al.,
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2002; LOUKOU & ZOTOU, 2003), sendo importante ressaltar que pode haver perdas

nesta etapa devido a incidéncia de luz nos derivados.

Tabela Ill.11: Absorvancia da histamina e da tiramina a 372 nm, apos reagado com cloreto

de dansila na auséncia e na presenca da luz, avaliada em diversos intervalos de tempo

Amina / Tempo apés a Absorvancia a 372 nm (%CV)
reagao (min) Na auséncia da luz Na presen¢a da luz
Histamina
0 0,513 a,x 0,398 a,y
(3) (4)
30 0,505 a,x 0,393 a,y
(3) (4)
75 0,478 b,x 0,389 a,y
(3) (4)
0,456 c,x 0,368 b,y
105
4) (4)
Tiramina
0 0,367 x 0,249y
(13) (7)
30 0,358 x 0,242y
(13) (7)
75 0,330 x 0,238y
(13) (7)
105 0,311 x 0,221y

(14) (8)
CV: coeficiente de variagdo. Valores para cada coluna (a-c) ou linha (x-y) com letras diferentes sao
significativamente diferentes (p < 0,05; teste de Duncan).

Como pode ser observado na tabela Ill.11, o derivado de histamina se apresentou
estavel por 30 min no procedimento realizado na auséncia da luz. Apés 75 min de analise,
houve uma reducao de 6,8% de absorvancia deste derivado e de 11,1% apd6s 105 min. O
derivado de tiramina, na auséncia da luz, se apresentou estavel, sem variagao

significativa entre a absorvancia no tempo inicial e em 105 min.

3.3.6 Curva analitica dos derivados da histamina e tiramina com DnsClI

A relagao linear entre a absorvancia a 372 nm e a concentragao dos derivados de
DnsCl com histamina na faixa de concentracéo 6,3 a 25,0 ug/mL e com tiramina na faixa
3,8 a 25,0 ug/mL esta ilustrada na figura 111.11, junto a equagao da reta e ao coeficiente

de determinagao (r?).
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Figura lll.11: Curva analitica dos derivados de dansila da histamina, em concentra¢des
de 5,0 a 20,0 ug/mL, e da tiramina, em concentra¢des de 3,0 a 20,0 ug/mL, com leitura da
absorvancia a 372 nm.

4 CONCLUSOES

Histamina e tiramina apresentaram absor¢do em 220 nm sem a necessidade de
derivagao. Tiramina também apresentou absor¢cdo em 275 nm com linearidade na faixa de
concentragédo de 20,0 a 202,0 ug/mL. No entanto nestes comprimentos de onda, os
protocolos de purificagdo e separagao devem garantir a seletividade da analise, no caso
de matrizes complexas.

Com as condicdes de reacao otimizadas, os derivados da tiramina e da histamina
com ninidrina apresentaram comprimentos de onda de absor¢gdo maxima em 568 e 402
nm e as oito aminas analisadas apresentaram perfis e comprimentos de onda de
absorcao maxima semelhantes. Estas substancias permaneceram estaveis por 100 min.

Com as condigdes de reacao otimizadas, os derivados da histamina e tiramina com
cloreto de dansila apresentaram comprimento de onda de absor¢do maxima em 372 nm,
e as oito aminas analisadas apresentaram perfis € absor¢ao semelhantes. Os derivados
da tiramina e da histamina com DnsCl permaneceram estaveis por mais de uma hora ao
abrigo da luz. A absorvancia dos derivados de histamina e tiramina foi significativamente
maior na reagao efetuada na auséncia de luz. Desta forma, € necessario trabalhar com os
derivados sempre na auséncia da luz, para evitar perda de sensibilidade e variagao da
analise.

Nenhum dos dois procedimentos de derivagao foi especifico para histamina e
tiramina. Desta forma, seriam necessarios métodos de purificacdo e separagao para

determinacdo de histamina e tiramina. A derivagdo com ninidrina é um procedimento mais
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simples e os produtos sdo mais estaveis que a derivagdo com DnsCl. No entanto, outros
parametros como limite de detecgado e de quantificacdo devem ser avaliados para melhor

comparacao.



104

CAPITULO IV
AVALIAGAO DA EFICIENCIA DE DIFERENTES METODOS NA
PURIFICACAO POR EXTRACAO LiQUIDO-LIQUIDO DE
HISTAMINA E TIRAMINA EM EXTRATOS DE QUEIJO
PARMESAO RALADO

RESUMO

A purificagcdo de histamina e tiramina de extratos de queijos € necessaria para a
determinacado destas por espectrofotometria de absorcdo molecular. Este trabalho teve
como objetivo avaliar a purificagdo seletiva de histamina e tiramina em extratos de queijo
parmesao ralado por extracao liquido-liquido. Para isto foi pesquisada a influéncia do tipo
(acido e alcalino) e do pH do extrato de queijo parmesado ralado na recuperagao de
histamina e tiramina durante a purificagdo por extracdo liquido-liquido com quatro
solventes organicos (éter etilico, n-butanol, n-butanol:cloroférmio 1:1, acetato de etila), na
presenca de aminas bioativas interferentes. O extrato acido foi mais eficiente para a
maioria das aminas na purificagdo com éter etilico e ndo houve diferenga significativa para
a maioria das aminas com os outros solventes. No geral, a eficiéncia da purificagdo com
os solventes estudados foi menos eficiente em pH 9,0. No entanto, para histamina e
tiramina, as recuperagdes com n-butanol e éter etilico foram significativamente menores
em pH 13,0. Uma avaliagcédo dos resultados gerais de recuperagao das aminas demonstra
que diferentes solventes apresentaram diferente seletividade pelas aminas. Foi testada
ainda a purificacdo de histamina e tiramina por extracdo sodlido-liquido com éter etilico
associado a um tipo de terra diatomacea (Extrelut®). No entanto, este método nao foi
eficiente, com baixa recuperacao das aminas de interesse. Apesar da extracao liquido-
liquido ser um método simples, é também trabalhoso e n&o foi eficiente na purificagcao

seletiva de histamina e tiramina.

Palavras-chave: Queijo parmesao ralado, aminas bioativas, extragéo liquido-liquido.
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1 OBJETIVOS

O objetivo deste trabalho foi avaliar os parametros que influenciam e a eficacia da
purificagdo seletiva de histamina e tiramina de extratos de queijo parmesao ralado por
extracdo liquido-liquido, considerando a recuperagdo de histamina e tiramina e a
eliminagdo das aminas interferentes. Os objetivos especificos foram (i) verificar a
influéncia do tipo de extrato na purificacdo de histamina, tiramina e oito aminas
interferentes por extragdo com diferentes solventes organicos; (ii) verificar a influéncia do
pH na purificacdo de aminas por extracdo com diferentes solventes organicos; (iii)
comparar a eficiéncia de alguns solventes organicos em recuperar as aminas; e (iv)
verificar e comparar a eficiéncia de purificacdo de histamina, tiramina e outras oito aminas

por particao utilizando Extrelut® como suporte sélido.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 MATERIAL

2.1.1 Amostras

As amostras de queijo parmesao ralado foram adquiridas, no mercado consumidor
de Belo Horizonte, MG. Uma marca ao acaso foi selecionada e embalagens do mesmo
lote de queijo parmeséo ralado foram agrupadas e homogeneizadas em um pool de 200 g
para estudar o efeito dos procedimentos de extracdo na recuperagdo de aminas.
Amostras sem adi¢gdo de padrdo foram utilizadas como matriz em alguns experimentos,
enquanto amostras adicionadas de solugdo padrdao contendo dez aminas nas
concentragbes de 5,0 e 10,0 mg/100 g de queijo foram utilizadas em outros. Todos os

experimentos foram realizados em triplicata.
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2.1.2 Reagentes e solventes

Os reagentes utilizados foram de grau analitico, exceto os solventes utilizados na
CLAE (acetonitrila e metanol), que foram de grau cromatografico. A agua ultrapura foi
obtida do Sistema Milli-Q Plus (Millipore Corp., Milford, MA, EUA). Os padrbes das aminas
bioativas histamina (HIM, dicloridrato), tiramina (TIM, cloridrato), espermina (EPM,
tetracloridrato), espermidina (EPD, tricloridrato), agmatina (AGM, complexo sulfato
creatinina), putrescina (PUT, dicloridrato), cadaverina (CAD, dicloridrato), 2-feniletilamina
(FEA, cloridrato), triptamina (TRM) e 5-hidroxitriptamina (serotonina — SRT, cloridrato)
foram adquiridos da Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO, EUA). orto-Ftalaldeido também
foi adquirido da Sigma.

2.2 METODOS

2.2.1 Influéncia do tipo de extrato na purificagao por extragao liquido-liquido

2.2.1.1 Extragdo acida e alcalina

Amostras de queijo parmesao ralado (2,0000 g) foram homogeneizadas com 7,0
mL de acido sulfosalicilico 12,0 g/100 mL (BUTS et al., 1995) ou 10,0 mL de tampéao
borato, pH 10,2 + 0,2 (JALON et al., 1983) em mesa agitadora orbital a 250 rpm por 10
min. A mistura foi centrifugada (11.180 g; 4 °C; 21 min) e o sobrenadante foi filtrado em
papel de filtro qualitativo. O residuo soélido foi extraido mais duas vezes com 7,0 mL de
acido ou uma vez com 10,0 mL do tampao borato pelo mesmo procedimento. Os filtrados

foram combinados e os volumes foram completados para 25,00 mL.

2.2.1.2 Extragao liquido-liquido

Quatro métodos baseados na extracao liquido-liquido de aminas com solventes
organicos utilizando os extratos acido e basico foram comparados quanto a porcentagem
de recuperacado. Os experimentos com cada solvente foram realizados em triplicata em
condigdes de repetibilidade (mesma amostra, reagentes e dia de analise). Os extratos
obtidos antes e apds a particao foram analisados quanto aos teores de aminas por CLAE
com par idnico (VALE & GLORIA, 1997).

A uma aliquota (5,0 mL) de cada extrato foi adicionado NaOH 5,0 mol/L para
alcalinizar (pH 12,0) e carbonato de s6dio até saturacdo. Estes extratos foram purificados

com extragdao com éter etilico, n-butanol, n-butanol-cloroférmio (1:1) ou acetato de etila,
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como descritos a seguir. Na extracdo com acetato de etila, foi utilizada uma aliquota de
10,0 mL.

a) Eter etilico: o extrato alcalinizado e saturado foi particionado com trés porgées de 10,0
mL de éter etilico. A camada etérea foi evaporada sob pressdo reduzida a 40 °C até
eliminagéo do éter em evaporador rotatério a vacuo (Bichi R-114 acoplado ao banho-
maria Buchi B-480, Suiga). O residuo foi reconstituido com HCI 0,1 mol/L e o volume foi
completado para 10,00 mL (VALE & GLORIA, 1997).

b) n-Butanol ou n-Butanol-cloroférmio (1:1): o extrato alcalinizado e saturado foi
particionado com trés porgdes de 6,0 mL do solvente orgénico. Os extratos butandlicos
foram combinados e adicionados de 5,0 mL de HCI 0,1 mol/L. Apds agitacao vigorosa, a
fase acida foi recolhida em baldo volumétrico de 10,00 mL. Este procedimento foi repetido
mais uma vez e o volume do baldo foi completado para 10,00 mL (VALE & GLORIA,
1997; SHALABY, 2000).

c) Acetato de etila: o extrato alcalinizado e saturado foi extraido com trés porgdes de 20,0
mL de acetato de etila. As camadas organicas foram combinadas e foram adicionados
10,0 mL de HCI 0,1 mol/L. Apés agitagdo vigorosa, a fase acida foi recolhida e este
procedimento foi repetido mais uma vez com volume final completado para 25,00 mL
(SEN, 1969; JALON et al., 1983).

2.2.2 Comparagao da eficiéncia e seletividade da extragao liquido-liquido de
extratos de queijo parmesao ralado com quatro solventes em diferentes valores de
pH

O extrato basico obtido com tamp&o borato pH 10,2 + 0,2 foi particionado em trés
valores de pH (9,0; 10,0 e 13,0) com quatro solventes organicos. A eficiéncia da
purificacdo das aminas foi avaliada pelo método de adicdo de padrdo em duas
concentragcdes. Controle e amostras adicionadas, na etapa de extracdo, com duas
concentracdes de dez aminas (5,0 e 10,0 mg de cada amina por 100 g de amostra) foram
utilizados. Os procedimentos de cada solvente foram realizados em triplicata em
condicbes de repetibilidade e os extratos obtidos foram analisados quanto aos teores de
aminas por CLAE com par iénico (VALE & GLORIA, 1997).

Uma aliquota (5,0 mL) do extrato de tamp&o borato teve seu pH ajustado com
NaOH 2,0 mol/L ou HCI 1,0 mol/L e, em seguida, foram adicionados 2,00 g de NaCl. A
mistura foi particionada com éter etilico, n-butanol, cloroférmio e acetato de etila. Na

purificacdo com éter etilico, n-butanol e acetato de etila, o procedimento foi o mesmo
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descrito anteriormente, exceto pela porcao de 20,0 mL de éter etilico e de 10,0 mL de n-
butanol. Na purificagdo com cloroférmio, o extrato alcalino foi particionado com trés
porcdes de 20,0 mL do solvente organico. As fases organicas foram combinadas e 5,0 mL
de HCI 0,1 mol/L foram adicionados. Apés agitagao vigorosa, a fase acida foi recolhida e

este procedimento foi repetido mais uma vez.

2.2.3 Comparagao da purificagao de aminas com éter etilico por extragao liquido-

liquido sem e com suporte sélido

Incorporou-se 3,0 mL do extrato de tampao borato em 3,0 g de terra diatomacea
Extrelut® (Merck, Darmstadt, Alemanha). O valor do pH do extrato n&o foi ajustado e foi
em média 9,4 + 0,3. A mistura foi transferida para uma seringa de polietileno (12 mm de
didmetro interno) com a abertura inferior tampada com 1a de vidro. As aminas foram
eluidas com 60,0 mL de éter etilico e a camada etérea foi evaporada sob pressao
reduzida a 40 °C em evaporador rotatério. O residuo foi dissolvido em HCI 0,1 mol/L e o
volume foi completado para 10,00 mL (adaptado de BILIC, 1996). Este procedimento foi
comparado ao procedimento descrito no item anterior para purificacdo do extrato com éter
etilico com pH ajustado em 9,0 e 10,0.

A influéncia do Extrelut® na eficiéncia da purificacdo de aminas com éter etilico foi
avaliada pela adicdo de padrao no queijo ralado com duas concentracdes de aminas (5,0
e 10,0 mg de cada amina por 100 g de amostra). Os procedimentos foram realizados em

triplicata.

2.3 METODOS DE ANALISE

2.3.1 Separacao e determinagao de aminas bioativas por CLAE com par idnico

Os extratos investigados foram filtrados em membranas (13 mm de didmetro e 0,45
um de tamanho do poro) tipo HAWP para solvente aquoso (Millipore Corp. Milford, MA,
EUA) e injetados em cromatografo liquido de alta eficiéncia. As aminas foram separadas
utilizando o mesmo sistema descrito no capitulo | por CLAE de fase reversa com par
ibnico e quantificadas fluorometricamente a 340 e 445 nm de excitagdo e emissao,

respectivamente, apds derivacédo pos-coluna com o-ftalaldeido.
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2.3.2 Analise estatistica

Os resultados foram submetidos a analise de varidancia (ANOVA) e as médias

foram comparadas pelo teste de Duncan a 5% de probabilidade.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

As amostras de queijo utilizadas neste estudo continham todas as aminas
investigadas, exceto serotonina. Histamina e tiramina estavam presentes em teores de
13,16 e 21,21 mg/100 g, respectivamente. As outras aminas que poderiam interferir na
analise de histamina e tiramina foram as poliaminas espermidina e espermina (0,15 e 0,06
mg/100 g, respectivamente), e as aminas biogénicas putrescina (7,87 mg/100 g),
cadaverina (21,48 mg/100 g), feniletilamina (0,98 mg/100 g), triptamina (0,68 mg/100 g) e
agmatina (0,13 mg/100 g). Estes resultados estdo de acordo com os trabalhos anteriores
em queijo (tabela I.1), nos quais tiramina, histamina, putrescina e cadaverina foram as
principais aminas, enquanto serotonina estava geralmente presente em baixo teores ou
ndo foi detectada (VALE & GLORIA, 1998; NOVELLA-RODRIGUEZ et al., 2000;
PIMENTEL et al., 2001).

3.1 INFLUENCIA DA EXTRAGAO ACIDA E ALCALINA DE QUEIJO PARMESAO
RALADO NA PURIFICAGAO DE AMINAS POR EXTRAGAO LiQUIDO-LIQUIDO
UTILIZANDO QUATRO SOLVENTES DIFERENTES

A eficiéncia da purificagdo de histamina e tiramina de extratos acido e alcalino com
quatro solventes diferentes esta indicada na figura 1V.1. Histamina foi melhor extraida com
éter etilico quando o extrato era alcalino e também com n-butanol:cloroférmio (1:1)
independente do extrato. Tiramina foi melhor extraida com n-butanol e n-
butanol:cloroférmio (1:1) independente do extrato utilizado. Entretanto, nenhuma das
combinagdes utilizadas foram capazes de purificar seletivamente histamina e tiramina.
Além disso, as combinagdes que apresentaram boas recuperagdes durante a purificacao
de histamina e tiramina também permitiram a extracdo de outras aminas presentes no

queijo (tabela IV.1).
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Histamina Tiramina
Ac/EE 157a 139 C, X
Ac/BUOH | 140a 1732
Ac/BUOH:CHCI3 | 156 a 161b
Ac/AcEt [—]33a —sd
Alc/EE [74b [—19b,y
Alc/BUOH | 1452 169 a
Alc/BUOH:CHCI3 | 1642 170a
Alc/AcEt ————]18 b 01b
0 20 40 60 80 0 20 40 60 80
Recuperacao (% Recuperacgao (%

Figura IV.1: Eficiéncia da extragdo liquido-liquido de histamina e tiramina em extratos

acido e alcalino com quatro diferentes solventes orgéanicos. Extrato acido purificado com éter
etilico (Ac/EE); n-butanol (Ac/BuOH); n-butanol:cloroférmio (Ac/BuOH:CHCI;); acetato de etila (Ac/AcEt).
Extrato alcalino purificado com éter etilico (Alc/EE); n-butanol (Alc/BuOH); n-butanol:cloroférmio
(Alc/BuOH:CHCI3); acetato de etila (Alc/AcEt).

Valores com letras diferentes (a-d) apresentaram diferenga significativa entre os solventes (Teste de
Duncan, p < 0,05). Valores com letras diferentes (x-y) apresentaram diferencga significativa entre os extratos
acido e alcalino (Analise de variancia, p < 0,05).

Tabela IV.1: Recuperagcdo das aminas bioativas interferentes na determinacao de
histamina e tiramina de extratos acido e alcalino de queijo parmeséao ralado apds extragao

liquido-liquido com quatro solventes organicos

Aminas % média de recuperacao de aminas bioativas (%CV) / Solvente / Extrato

Bioativas Eter etilico n-Butanol n-Butanol-CHCI;  Acetato de etila

Acido  Alcalino Acido Alcalino Acido  Alcalino Acido Alcalino

Espermina 54,0ax 4,2cy 482ax 31,6b,y 498 a 49,6 a 14,2 b 0,0c
(14) (27) (25) (64) (11) (13) (7)

Espermidina 38,9ab,x 10,3ab,y 609ax 31,6a)y 20,1 bc 0,7b 6,7c 1,1b
(51) (30) (51) (47) (19) (28) (40) (11)

Agmatina 6,8 a,x 0,0y 2,6 b,x 0,0y 3,3 b,x 0,0y 2,6 b,x 0,0y
(18) (26) (17) (23)

Putrescina 46,4 a 34,3b 63,3 a 72,2 a 514 a 65,5 a 09b 0,0c
(40) (27) (41) (11) (25) (6) (60)

Cadaverina 56,8b,x 18,2b,y 759a 714a 63,5ab 73,7 a 19c 0,0c
(24) (27) (27) (12) 9) (5) (69)

Feniletilamina 71,3a,x 17,4c,y 309¢c 33,4Db 61,0b,y 68,7 a,x 35,3¢c 354D

(4) (30) (12) (9) (5) (1) ) (15)
Triptamina 250b 41c¢ 20,6 b 241b 61,7 a 85,9 a 284b 153bc

(19) (23) (32) (12) (9) (22) 4) (21)
CV: coeficiente de variagao; CHCI;: cloroféormio. Valores para cada linha com letras diferentes (a-c)
apresentaram diferenga significativa entre os solventes (Teste de Duncan, p < 0,05). Valores com letras
diferentes (x-y) apresentaram diferenca significativa entre os extratos acido e alcalino (Analise de variancia,
p <0,05).
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Nao foi possivel verificar a interferéncia do tipo do extrato na extracdo da
serotonina, pois esta indolamina nao foi detectada nas amostras de queijo analisadas.
Para um estudo mais conclusivo, € necessario utilizar o método de adicdo de padrao para
verificar a recuperagao desta amina.

A recuperacdo de aminas purificadas por extragao liquido-liquido com solventes
organicos de extratos obtidos com diferentes acidos e com metanol foi investigado por
TAYLOR et al. (1978) e VALE & GLORIA (1997). Entretanto, a comparacéo da purificacéo
utilizando extratos acido e alcalino de queijo foi descrito pela primeira vez no presente
trabalho. A extracao alcalina foi mais eficiente na extragdo de aminas. Além disso, quando
a etapa de purificacdo é necessaria, o extrato final ja estad no pH alcalino requerido para a

particdo de aminas para uma fase organica.

3.2 INFLUENCIA DO pH NA EFICIENCIA DA PURIFICAGAO DE AMINAS POR
EXTRAGAO LiQUIDO-LIQUIDO

Baseado no fato de que o pH do extrato pode afetar o equilibrio de particdo das
aminas entre as fases aquosa e organica, o pH do extrato alcalino de queijo ralado (fase
aquosa), que variou de 9,23 a 9,57, foi ajustado para 9,0; 10,0 e 13,0. Os dois primeiros
estavam proximos ao valor do pK,; dos grupos amino primario da tiramina e histamina
(9,74 e 9,75, respectivamente) e o ultimo foi o pH utilizado por varios pesquisadores
(VALE & GLORIA, 1997; LANGE et al., 2002).

Os resultados estatisticos da purificacdo das aminas pelos quatro solventes em
diferentes valores de pH estdo apresentados no Apéndice A. Houve um efeito significativo
do pH do meio no comportamento de histamina e tiramina purificadas por extracao
liquido-liquido com trés dos quatro diferentes solventes (figura 1V.2). Estes resultados
indicam que € essencial um controle rigoroso do pH na etapa de purificagdo de aminas
por extracao liquido-liquido. Entretanto, quando cloroférmio foi utilizado, nao foi observado
efeito significativo do pH na extragao de histamina e tiramina, provavelmente porque elas
foram muito pouco extraidas.

Quando considerados os diferentes solventes testados, a extracdo com n-butanol
em pH 10,0 extraiu tiramina com alta recuperagéo (123%), mas nao histamina (64%). Ele
foi também capaz de extrair outras aminas, entre elas, cadaverina, agmatina e serotonina.
Inclusive, este método de purificacao foi utilizado por CHANG et al. (1985) para extrair

cinco aminas com recuperagdes acima de 76%.
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A purificagdo com acetato de etila apresentou baixas porcentagens de recuperagéo
de histamina (58%) e menor ainda para tiramina (12%). Este método foi descrito por ULLA
et al. (1989) para a purificagao de tiramina de vinho. Boas recuperag¢des foram relatadas,
mas nenhum detalhe foi fornecido em relagcéo ao pH utilizado. Resultados contraditorios a
este estudo foram relatados por SEN (1969) e JALON et al. (1983), que encontraram

recuperacgdes de 84 a 94% para tiramina em pH 10,4.
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Figura IV.2: Variagdo dos valores médios de recuperagédo das aminas bioativas em
funcdo do pH do extrato na extragao liquido-liquido com (a) éter etilico; (b) n-butanol; (c)
acetato de etila; e (d) cloroférmio. HIM: histamina; TIM: tiramina; EPM: espermina; EPD: espermidina;
AGM: agmatina;PUT: putrescina; CAD: cadaverina; FEA: feniletilamina; TRM: triptamina; SRT: serotonina.

Durante a purificagdo com cloroférmio, as aminas melhor recuperadas foram
feniletilamina (112%), triptamina (95%) e cadaverina (56%). A recuperagédo da histamina
foi inexpressiva, apesar desta ser soluvel em cloroféormio (LIDE, 1995). TAYLOR et al.
(1978) observaram menores coeficientes de particdo para esta amina em cloroférmio
comparado ao n-butanol, sugerindo que varios fatores além da solubilidade afetam esta

etapa de purificagao.
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Entre os valores de pH testados para os solventes, a extragao com éter etilico em
pH 10 apresentou as melhores recuperagdes para histamina e tiramina (87 — 100%). As
recuperacoes estao de acordo com o critério estabelecido pelo CODEX ALIMENTARIUS
(1993). Entretanto, éter etilico em pH 10 foi eficiente também na extragdo das aminas que
podem interferir na determinagdo de histamina e tiramina, entre elas, feniletilamina,

triptamina e em menor extensao, espermina.

3.3 COMPARACAO DA PURIFICACAO DE AMINAS BIOATIVAS POR EXTRAGCAO
LIQUIDO-LIQUIDO COM ETER ETILICO SEM E COM SUPORTE SOLIDO

Os percentuais de recuperagao de histamina e tiramina apds purificacdo por
extragdo liquido-liquido com éter etilico associado ao uso do suporte soélido estédo
indicados na tabela I1V.2. Diferengas significativas foram observadas nos resultados com
recuperacdes muito baixas quando Extrelut® foi utilizado. Resultados semelhantes foram

observados para as outras aminas biogénicas detectadas no queijo ralado.

Tabela IV.2: Recuperagdao de aminas bioativas apds purificagdo por extracdo com éter
etilico pelo método classico, em valores de pH 10,0 e 9,0 e pelo método de adsor¢cédo em

suporte solido — terra diatomacea em pH 9,4

% Recuperagao / método

Aminas bioativas Eter etilico Suporte solido
pH 10,0 pH 9,0 pH 9,4
Histamina 99,9 a 57,7b 212¢c
Tiramina 86,5 a 23,1b 260b
Espermina 18,5 a 1.2b nd b
Espermidina 3,2a 1.5b 0,7b
Agmatina 0,0 0,0 0,0
Putrescina 1,7 0,0 5,2
Cadaverina 8,4 0,0 21,6
Feniletilamina 62,0 a 56,7 a 0,2b
Triptamina 26,7b 58,7 a 0,0c
Serotonina 00b 32,7a 00b

Valores médios para cada linha com letras diferentes apresentaram diferenca significativa entre os métodos
(Teste de Duncan, p < 0,05).
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Estes resultados sdo contraditérios ao reportado por BILIC (1996), que encontrou
percentuais de recuperagdo acima de 79% para histamina, tiramina, cadaverina,
feniletilamina e triptamina de meio de cultura por extragcdo com n-butanol apds adsorgao
da amostra em Extrelut®. A recuperagdo das aminas purificadas por extragao sélido-
liquido pode ser influenciada pelo solvente organico utilizado, visto que, 0 mesmo autor

encontrou recuperacgdes mais baixas para todas as aminas com outros solventes.

4 CONCLUSOES

A purificacdo de histamina e tiramina por extragao liquido-liquido foi estudada
comparativamente pela primeira vez. A purificagcdo destas aminas, bem como outras
aminas bioativas por extragdo liquido-liquido foi afetada significativamente pelo tipo de
solvente utilizado para extrair as aminas do extrato de queijo, pelo pH do meio e também
pelo uso de suporte sélido. O uso de um suporte solido durante purificagdo com éter
etilico diminuiu significativamente a recuperagcdo das aminas. A extragdo alcalina de
aminas de queijo seguida pela purificagdo com éter etilico em pH 10 permitiu recuperagéo
adequada de histamina e tiramina. Entretanto este procedimento n&o foi seletivo para

histamina e tiramina.
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CAPITULO V
AVALIACAO DA PURIFICACAO EM FASE SOLIDA DE AMINAS
BIOATIVAS E AMINOACIDOS

RESUMO

A purificagdo de aminas bioativas de extrato bruto de queijos pode ser realizada
por extracdo em fase sélida, utilizando-se cartuchos C4g ou troca ibnica. Este trabalho
teve como objetivo investigar a eficiéncia e os fatores que influenciam a purificagdo em
fase solida de histamina e tiramina de extratos de queijo parmesao ralado, utilizando
cartuchos SEP-PAK Cg, troca aniénica e catibnica. A purificacdo com SEP-PAK C4s nao
foi seletiva e ndo apresentou percentuais de recuperacdo adequados para histamina e
tiramina. Na purificacdo com bentonite, observou-se que o tempo de agitagcdo e a
concentracao desta afetou significativamente os resultados de retengao da histamina e
demais aminas interferentes. Tiramina ndo ficou retida em bentonite em nenhuma
condicdo testada. Na purificagao por troca aniénica nao foi observada variacdo na elui¢cao
da maioria das aminas bioativas com diferentes volumes de agua de lavagem, tamanhos
da malha da resina, e numeros de ligagdes cruzadas da matriz da resina. As aminas
fendlicas (tiramina e serotonina) ficaram retidas na resina de troca aniénica e ndo foram
eluidas eficientemente pelos solventes testados. As demais aminas foram eluidas sem a
presenca de aminoacidos. As aminas bioativas ficaram retidas fortemente na resina de
troca catibnica testada, sendo necessaria elevada forga ibnica para eluicdo destas. No
entanto, o aumento da forga i6nica ndo permitiu eluicdo seletiva das aminas. Nenhuma
das condi¢des testadas foi capaz de obter histamina e tiramina sem a presenca dos
interferentes. A troca anibnica foi eficaz na remog¢ao dos aminoacidos, permitindo a

eluicao das aminas bioativas, exceto serotonina e tiramina.

Palavras-chave: Extragcao em fase sélida, aminas bioativas, troca iénica, bentonite.
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1 OBJETIVOS

Este trabalho teve como objetivo investigar a eficacia e os fatores que influenciam a
purificacdo de histamina e tiramina em fase sdlida e a capacidade de eliminar a
interferéncia de oito aminas bioativas e aminoacidos de extratos de queijo parmesao
ralado. Os objetivos especificos foram (i) avaliar a influéncia de cartuchos SEP-PAK Cjg
na purificagcdo de extrato de queijo parmesao ralado; (ii) otimizar as condi¢cbes de
purificagcdo de histamina e tiramina com bentonite; (iii) avaliar a retengdo de histamina,
tiramina, oito aminas bioativas e aminoacidos interferentes em resina de troca anidnica
por método oficial da AOAC para histamina em pescado; (iv) avaliar a influéncia do
tamanho da malha da resina e do numero de ligagdes entre os grupos de poliestireno da
resina de troca anidnica na retengéo de histamina, tiramina e oito aminas interferentes; (v)
avaliar a eluicdo de tiramina da resina de troca anibnica; (vi) avaliar a retencéo e eluigéo

de histamina, tiramina e oito aminas interferentes em resina de troca cationica.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 MATERIAL

2.1.1 Amostras

As amostras de queijo parmesao ralado foram adquiridas, no mercado consumidor
de Belo Horizonte, MG. A amostra indentificada no capitulo | com menor teor de histamina
e tiramina foi selecionada para o estudo do efeito dos procedimentos de extracdo na
recuperacdo de aminas. Para obtencdao de um pool de 500 g, foram agrupados e
homogeneizadas varias embalagens da mesma marca e lote de queijo parmeséo ralado.
Amostras sem adi¢cado de padrao foram utilizadas como matriz em alguns experimentos,
enquanto amostras adicionadas de duas concentragdes (5,0 e 10,0 mg/100 g) de solugao
padrdao contendo dez aminas foram utilizadas em outros. Todos os experimentos foram

realizados em triplicata.
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2.1.2 Reagentes e solventes

Os reagentes utilizados foram de grau analitico, exceto os solventes utilizados na
CLAE (acetonitrila e metanol), que foram de grau cromatografico. Toda a agua utilizada foi
ultrapura obtida pelo Sistema Milli-Q Plus (Millipore Corp., Milford, MA, EUA).

Os padrbes das aminas bioativas histamina (HIM, dicloridrato), tiramina (TIM,
cloridrato), espermina (EPM, tetracloridrato), espermidina (EPD, tricloridrato), agmatina
(AGM, complexo sulfato creatinina), putrescina (PUT, dicloridrato), cadaverina (CAD,
dicloridrato), 2-feniletilamina (FEM, cloridrato), triptamina (TRM) e 5-hidroxitriptamina
(serotonina — SRT, cloridrato) foram adquiridos da Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO,
EUA). orto-Ftalaldeido também foi adquirido da Sigma.

A purificagdo em fase solida foi testada em cartuchos SEP-PAK® Cq (Waters,
Millipore Corporation, Milford, MA, EUA); resinas de troca anidnica Dowex1 - X8 e
Dowex1 - X2 (Dow Chemical, EUA); cartuchos de troca ibnica IC-Chelate, IC-H e IC-Na
(Alltech, Deerfield, IL, EUA); e resina de troca catibnica AG® 50W - X8 (BioRad, EUA).

2.1.3 Preparo da solugao padrao de aminas

As aminas foram pesadas considerando-se o peso da base livre e foram
dissolvidas em acido cloridrico 0,1 mol/L, obtendo-se solug¢des individuais de 1,0 mg de
cada amina/mL. Um mililitro de cada amina foi transferido para um baldo volumétrico de
10,00 mL para preparo da solugao contento 0,1 mg/mL de cada amina.

As solucbdes de trabalho foram preparadas pela diluigdo com HCI 0,1 mol/L de 0,5;
1,0; 2,0; 4,0; 6,0 e 10,0 mL da solugdo com as dez aminas em baldo volumétrico de
100,00 mL, obtendo-se as concentragdes 0,5; 1,0; 2,0; 4,0; 6,0 e 10,0 ug/mL. Estas
solugdes foram utilizadas para o preparo da curva padrao externa que foi utilizada para
quantificar as aminas.

As solugdes de 100,0 pg/mL e 50,0 ug/mL com as dez aminas foram preparadas
transferindo-se 1,0 mL e 0,5 mL, respectivamente, da solu¢do 1,0 mg/mL de cada uma
das aminas para um baldo volumétrico de 10,00 mL. Estas solu¢des foram utilizadas nos
estudos de recuperacdo de aminas com adicdo de padrdo. As solugbes foram

armazenadas em frascos de polietilenoa 4 + 1 °C.
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2.1.4 Obtencgao dos extratos de queijo parmesao ralado

As aminas foram extraidas das amostras de queijo ralado utilizando-se acido
cloridrico (HCI) 1,0 mol/L, metanol e etanol, de acordo com os procedimentos otimizados
no capitulo II.

2.2 METODOS

2.2.1 Eficiéencia do SEP-PAK Css na purificagdo de extratos acido e etandlico de

queijo parmesao ralado

Os extratos acido (HCI 1,0 mol/L) e etandlico com adicdo de solugcbes padrao
contendo diferentes concentracbes de aminas (5,0 e 10,0 mg/100 g) foram utilizados
neste estudo. A purificagdo dos extratos em cartuchos SEP-PAK C4g foi feita segundo
procedimento descrito por TAVARES-NETO et al. (2003). Os cartuchos foram ativados
com 5,0 mL de acetonitrila. Foram passados pela coluna 5,0 mL dos extratos e em
seguida, foram passados 10,0 mL de agua para o extrato acido e 10,0 mL de etanol para
o extrato etandlico. Apds eluicdo os cartuchos foram regenerados com acetonitrila. O
experimento foi realizado em triplicata.

Os extratos etandlico e acido adicionados ou n&o de padrao na etapa de extragcao
foram analisados por CLAE com par ibnico antes e apés a purificagdo com SEP-PAK Cys.
O percentual de recuperacédo foi obtido pela diferengca entre a concentracdo de cada

amina na matriz antes e ap6és a purificagao.

2.2.2 Purificacao de extrato de queijo parmesao ralado com bentonite

2.2.2.1 Otimizagdo da purificagdo de histamina e tiramina de extrato de queijo
parmesao ralado com bentonite
a) Influéncia da massa de bentonite utilizada

Foram testadas quatro concentragdes de bentonite: 1,0; 10,0; 50,0 e 100,0 mg/mL
de extrato acido (HCI 1,0 mol/L) de queijo parmeséao ralado obtido sem e com adi¢ao de
5,0 e 10,0 mg/100 g de padrédo. As misturas foram agitadas por 1 h em mesa agitadora,
centrifugadas a 3354 g a temperatura ambiente por 5 min e filtradas em papel de filtro

qualitativo.
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b) Influéncia do tempo de agitagdo

Foram testadas as condi¢gdes sem agitacao e trés tempos de agitagcéo (15, 30 e 60
min) para extratos adicionados de 50,0 mg de bentonite por mL de extrato acido de queijo
parmeséo ralado (HCI 1,0 mol/L) obtido sem e com adigdo de 10,0 mg/100 g de padrao. A
mistura sem agitagdo foi mantida em repouso por 12 h e as outras amostras foram
agitadas em mesa agitadora orbital a 250 rpm. Todas as misturas foram centrifugadas a

3354 g a temperatura ambiente por 5 min e filtradas em papel de filtro qualitativo.

2.2.3 Purificagao de aminas bioativas por troca anidnica

2.2.3.1 Perfil de eluigao e retencao das aminas bioativas e aminoacidos

A interagdo das aminas bioativas e aminoacidos em resina de troca anibnica
Dowex1 - X8, 100 mesh foi investigada, utilizando-se o procedimento descrito por AOAC
(1995) para analise de histamina em pescado. O contra-ion da resina foi convertido para
hidroxila com NaOH 2,0 mol/L e lavagem com agua ultrapura. Esta foi acondicionada em
coluna de 20,0 x 0,7 cm com la de vidro na base até a altura de 8,0 cm e o fluxo foi
mantido a 3,0 mL/min, utilizando-se bomba peristaltica (TECNAL, Piracicaba, SP).

Foi pipetado 1,00 mL de solugao padrdo de dez aminas na concentracao de 50,0
ug/mL cada na coluna e 5,0 mL de agua ultrapura, coletando o eluato em balédo
volumétrico de 50,00 mL contendo 5,0 mL de HCI 1,0 mol/L. Foi adicionado agua
ultrapura até aproximadamente 35 mL terem sido eluidos. O volume do baldo volumétrico
foi completado e a solugdo homogeneizada. Este teste foi realizado em triplicata. A
regeneracao da resina foi feita em béquer de acordo com o procedimento descrito por
AOAC (1995) e toda a agua utilizada na troca inica foi ultrapura.

Estes procedimentos foram repetidos adicionando diferentes volumes da solugao
padréo das dez aminas, obtendo concentragcdes finais de 0,6, 1,0 e 2,0 ng/mL. Também
foi avaliada a retengao de trés aminoacidos (histidina, tirosina e fenilalanina), na presenca
das dez aminas, adicionando-se 1,00 mL de uma mistura dos trés aminoacidos e das dez
aminas na concentragao de 100,0 ug/mL cada.

Como controle, foi preparada uma solugdo contendo 1,0 mL de solugdo de
aminoacidos 100,0 ug/mL e 1,00 mL de solugdo de aminas 100,0 ug/mL (sem passar na
resina) em baldo volumétrico de 50,00 mL contendo 5,0 mL de HCI 1,0 mol/L e o volume

foi completado com agua ultrapura. Todos os testes foram realizados em triplicata.
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Foi avaliada a purificagdo do extrato metandlico de queijo ralado seguindo o
mesmo procedimento descrito. Foi pipetado 1,00 mL do extrato de queijo parmesao
ralado (2,0000 g de amostra/50,00 mL) na coluna e 5,0 mL de agua, coletando o eluato
em baldo volumétrico de 50,00 mL contendo 5,0 mL de HCI 1,0 mol/L. Foi adicionado
agua até aproximadamente 35 mL terem sido eluidos. O volume do balao volumétrico foi
completado e a solugédo foi homogeneizada. Foi testado também o extrato adicionado de
solugao padrao de aminas (44,0 ug de amina/mL do extrato) e aminoacidos (50,0 pug do
aminoacido/mL do extrato). Para comparagdo, as amostras foram diluidas na mesma

proporgcao sem passar na resina.

2.2.3.2 Influéncia do volume de agua de lavagem na eluicao das aminas bioativas

Para avaliar a lavagem da resina apds a adi¢do da amostra, foi pipetado 1,0 mL de
solugcédo de aminoacidos 100 pg/mL e 1,00 mL de solu¢do de dez aminas 100,0 ug/mL na
coluna e 5,0 mL de agua, coletando o eluato em baldo volumétrico de 25,00 mL contendo
5,0 mL de HCI 1,0 mol/L. Foi adicionado agua até aproximadamente 20 mL terem sido
eluidos. Foi completado o volume do baldo volumétrico e a solugao foi homogeneizada.
Este teste foi realizado em seis repeticoes e os valores foram comparados com os
resultados obtidos com a lavagem com aproximadamente 30 mL de agua, coletada em
baldo volumétrico de 50,00 mL (AOAC, 1995).

2.2.3.3 Influéncia do tamanho da malha da resina e o numero de ligagées entre os
grupos de poliestireno na eluicao das aminas bioativas

Foi avaliada a purificagdo das aminas e aminoacidos nas resinas Dowex1 - X8, 50
e 100 mesh e Dowex1 - X2, 100 mesh. Foi pipetado 1,00 mL de solu¢gao de aminoacidos
100,0 ug/mL e 1,00 mL de solugdo de aminas 100,0 ug/mL na coluna e 5,0 mL de agua,
coletando o eluato em baldo volumétrico de 25,00 mL contendo 5,0 mL de HCI 1,0 mol/L.
Foi adicionado agua até aproximadamente 20 mL terem sido eluidos. Foi completado o
volume do baldo volumétrico e a solugao foi homogeneizada. Este teste foi realizado em
triplicata em cada resina acima citada.

A influéncia do tipo de resina também foi avaliada na retencdo de aminas em
extrato metandlico de queijo parmeséao ralado. Foi pipetado 2,00 mL da amostra (extrato
metandlico 10,0 g/100 mL) na coluna e 5,0 mL de agua, coletando o eluato em balédo
volumétrico de 25,00 mL contendo 5,0 mL de HCI 1,0 mol/L. Foi adicionado agua até
aproximadamente 20 mL terem sido eluidos. Foi completado o volume do baldo

volumétrico e a solugao foi homogeneizada. Este teste foi realizado em triplicata em cada
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resina acima citada. As amostras foram diluidas na mesma propor¢do sem passar na

resina para comparacao.

2.2.3.4 Eluicao da histamina, da tiramina, dos aminodcidos e de oito aminas

Apods adigdo de 1,00 mL de solugdo de aminoacidos (100,0 ug/mL) e 1,00 mL de
solugdo de aminas (100,0 ug/mL) na resina Dowex1 - X8 100 mesh e lavagem com agua,
foi testada a eluicdo dos aminoacidos e aminas com NaOH 0,1 mol/L, NaOH 2,0 mol/L e
HCI 0,1 mol/L separadamente. Cada eluato foi coletado em baldo volumétrico de 25,00
mL.

Foi avaliada a eluicdo das aminas e aminoacidos com tampao fosfato em pH 5,5
apods adicdo na resina Dowex1 - X8, 100 mesh de 1,00 mL do extrato etandlico sem e
com adicao de solugcao padrao de aminas para obter uma concentracdo de 5,0 mg/100 g
e lavagem com agua ultrapura. Cada eluato foi coletado em baldo volumétrico de 50,00

mL.

2.2.4 Purificagao de aminas bioativas por troca cationica

2.2.4.1 Purificagcao de aminas em cartuchos de troca iénica

Foi realizada a purificagcdo de aminas bioativas em cartuchos comerciais de troca
idbnica IC-Chelate, IC-H e IC-Na. Foi utilizado o mesmo procedimento para os trés tipos de
cartuchos. Os cartuchos foram acondicionados com 10,0 mL de agua ultrapura e em
seguida, 5,00 mL da solugédo padréo de 10,0 ug/mL de cada amina foram eluidos. Os
cartuchos foram lavados com 5,0 mL de agua ultrapura, 5,0 mL de HCI 0,1 mol/L e mais
5,0 mL de agua ultrapura.

Foi comparada a retengdo de aminas nos cartuchos comerciais e na resina de
troca catiénica com grupo sulfénico AG® 50W - X8, 50 mesh; forma H*. A resina foi seca
em estufa a 60 °C por 12 h, resfriada em dessecador por 30 min e pesada. Foram
adicionados 20,0 mL de agua a resina e esta foi mantida em repouso por 1 h. A resina foi
tratada com HCI 1,0 mol/L e agua ultrapura (van HAASTER et al., 1993).

A resina devidamente tratada foi acondicionada em coluna de polietileno 6,0 x 1,4
cm com la de vidro na base até a altura de 1,0 cm, mantendo um fluxo de 3,0 mL/min por
meio de bomba peristaltica. Foram adicionados na coluna 2,00 mL de extrato etandlico ou
acido de queijo parmesao ralado sem e com adicdo de solu¢cdo padrao de aminas de

forma a se obter adigdo de 5,0 e 10,0 mg/100 g. Foi adicionado em seguida 5,0 mL de
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agua ultrapura, coletando o eluato em baldo volumétrico de 50,00 mL contendo 5,0 mL de
HCI 1,0 mol/L. Foi adicionada agua ultrapura até aproximadamente 35 mL terem sido

eluidos. O volume do baldo volumétrico foi completado e a solugéo foi homogeneizada.

2.2.4.2 Teste preliminar de separacao da tiramina e da histamina

A resina AG® 50W - X8, 50 mesh; forma H" tratada como citado no item anterior foi
acondicionada em coluna de 20,0 x 0,7 cm com la de vidro na base até a altura de 8,0 cm.
O teste preliminar foi realizado com uma aliquota de 1,00 mL da solugdo padrao de
histamina e tiramina 0,5 mg/mL cada. A aliquota foi adicionada a coluna, seguida de 20,0
mL de solugdo tampéo fosfato em pH 5,6 (11,6 mL de solu¢do Na,HPO4 0,2 mol/L e 8,4
mL de solugdo de acido citrico 0,1 mol/L) para lavagem da coluna, em fluxo de 1,0
mL/min. Foram passados pela coluna em sequéncia 15,0 mL de solugao NaCl 3,0 mol/L
tamponada em pH 5,6; 15,0 mL de solugdo tampao fosfato em pH 6,6; 15,0 mL de
solucado NaCl 3,0 mol/L tamponada em pH 6,6, 15,0 mL de solugcédo tampao borato em pH
8,0 (50,0 mL de solugédo H3BO3; 0,1 mol/L e 4,0 mL de NaOH 0,1 mol/L, completando o
volume para 100,00 mL) e foi feita a lavagem da resina com NaOH 0,1 mol/L. Os eluatos
foram coletados em fragbes e analisados por CLAE com par iénico.

Foi analisada outra sequéncia de eluentes. Para isto foi utilizada uma aliquota de
100,0 pL, que corresponde a 5% do volume da coluna, da solugao padréo de tiramina e
histamina 0,5 mg/mL. Esta foi adicionada a coluna, seguida de 25,0 mL de solucéo
tampao fosfato em pH 5,6, em fluxo de 1,0 mL/min. Foram testados como eluentes em
sequéncia 25,0 mL de solugdo tamponada em pH 5,6 contendo NaCl e KCI 0,35 mol/L
cada, 25,0 mL da solugédo anterior com 30% de isopropanol (STANDARA et al., 2000) e
50,0 mL de solugao de NaCl e KCI 1,0 mol/L cada tamponada em pH 5,6.

2.2.4.3 Perfil de separagdo da histamina e tiramina na presenca de oito aminas
bioativas e aminoacidos

Foi utilizada a resina AG® 50W - X8, 50 mesh; forma H* tratada e acondicionada
em coluna de 20,0 x 0,7 cm com la de vidro na base até a altura de 8,0 cm. Foram
avaliadas algumas solugdes eluentes preliminarmente. Para isto, uma aliquota de 2,00 mL
da solugdo padrdo 100,0 ug/mL das dez aminas (putrescina, cadaverina, tiramina,
histamina, serotonina, agmatina, espermidina, espermina, feniletilamina e triptamina) foi
adicionada a coluna preparada como no item anterior mantendo o fluxo de 1,0 mL/min.
Foram adicionados 50,0 mL de solucéo tampao fosfato em pH 5,6; 50,0 mL de solugao de

NaCl 0,5 mol/L e 45,0 mL de solugao de NaCl 1,0 mol/L, ambas tamponadas em pH 5,6.
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Foi avaliado também o perfil das aminas na mesma condic&o citada acima apés adigao de
25,0 mL de solucédo tampao fosfato em pH 5,6 e eluicdo com 200,0 mL de solucao de
NaCl 0,5 mol/L e KCI 0,5 mol/L tamponada em pH 5,6 (STANDARA et al., 2000). Apds a
eluicdo das aminas, a resina foi recuperada com 25,0 mL de solugdo de NaOH 1,0 mol/L,
seguidos de 25,0 mL de agua, 25,0 mL de HCI 1,0 mol/L e 25,0 mL de agua.

Foi avaliado o perfil de eluicdo das aminas bioativas e de aminoacidos com
solucdes tampao de acetato pH 5,2 sem e com a adicdo de 20% de metanol; tampao de
fosfato pH 7,0; HCI 1,0 mol/L; NaCl 2,0 mol/L em pH 5,2; NaCl 3,0 mol/L em pH 7,0 e 8,0.
Para isto foi utilizada a resina AG® 50W - X8 tratada e acondicionada em coluna de 20,0
x 0,7 cm até a altura de 8,0 cm. Foi pipetado 1,00 mL de solugao padrao de dez aminas e
trés aminoacidos (histidina, tirosina e fenilalanina) na concentragéo de 100,0 ug/mL cada,
na coluna, e 5,0 mL do eluente, coletando o eluato em baldo volumétrico de 50,00 mL. Foi
adicionado o eluente até aproximadamente 35 mL terem sido eluidos. O volume do balédo
volumétrico foi completado e a solugdo foi homogeneizada. Este teste foi realizado em
triplicata e toda a agua utilizada na troca idnica e no preparo das solugdes foi ultrapura.

A eluicao das aminas e aminoacidos com tampao acetato em pH 5,5 foi avaliada
seguindo o procedimento descrito acima a partir de 2,00 mL do extrato etandlico de queijo
parmesao ralado. A eluigdo com tampao fosfato pH 7,0; NaCl 2,0 mol/L em pH 5,2
adicionado de 20% de metanol e acetronitrila (1:1); NaCl 3,0 mol/L em pH 7,0 e 8,0 foi
avaliada a partir de 2,00 mL do extrato acido de queijo parmesao ralado.

Para comparacgao, foi diluido 1,00 mL de solugdo de aminas e aminoacidos 100,0
ug/mL sem passar na resina em um baldo volumétrico de 50,00 mL com cada eluente
utilizado. Os extratos alcodlico e acido também foram diluidos na mesma proporgao

utilizada na analise, sem passar na resina.

2.3 METODOS DE ANALISE

2.3.1 Separacao e determinagao de aminas bioativas por CLAE

Para avaliacao da seletividade e da recuperacdo das aminas estudadas, todos os
eluatos foram analisados por CLAE com par ibnico. As amostras foram filtradas em
membranas (13 mm de didametro e 0,45 um de tamanho do poro) tipo HAWP para
solvente aquoso e HVWP para solvente organico (Millipore Corp. Milford, MA, EUA). As

aminas foram separadas por CLAE com par i6nico e quantificadas fluorometricamente a
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340 e 445 nm de excitacdo e emissao, respectivamente, apds derivagao pos-coluna com
o-ftalaldeido, conforme descrito no capitulo |.

2.3.2 Analise estatistica

Os resultados foram submetidos a analise de varidncia (ANOVA) e as médias

foram comparadas pelo teste de Duncan a 5% de probabilidade.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 PURIFICAGAO DE HISTAMINA, TIRAMINA E OITO AMINAS BIOATIVAS COM
SEP-PAK C1g

Conforme apresentado na tabela V.1, a purificagdo por SEP-PAK C4g de extratos
de queijo adicionado de dois niveis de padrao de aminas foi afetada pelo tipo de extrato e
concentracdo de aminas.

Histamina apresentou boa recuperacdo no extrato acido adicionado com 5,0
mg/100 g de padrdo, comparado ao extrato etandlico. Isto era esperado, visto que no
extrato acido, a amina esta ionizada, apresentando entdo menor afinidade pelo material
apolar do SEP-PAK Cig. Por outro lado, tiramina apresentou baixos valores de
recuperacao em ambos extratos.

As aminas aromaticas feniletilamina, triptamina e serotonina apresentaram baixas
ou nenhuma recuperacdo. No entanto, as aminas mais polares, como espermina,
espermidina e agmatina, inclusive no extrato acido, também apresentaram alguma
retengao, que pode ser devido a uma baixa cobertura da resina no material de base que é
polar - silica (COLLINS et al., 1997). KIM et al. (1995), utilizando cartuchos de SEP-PAK
C1g para purificagdo de aminoacidos livres de coniferas, também observaram retencao de
um composto polar, a metionina, com recuperacao de apenas 33%.

Desta forma, o SEP-PAK C4g ndo foi um bom meio de purificacdo de histamina e

tiramina.
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Tabela V.1: Recuperacéo da histamina, tiramina e oito aminas bioativas apds purificagao

dos extratos acido e etandlico de queijo parmesao ralado com SEP-PAK Cys

% Recuperagao (% CV) / Extrato / Nivel de adi¢cado de padrao

Extrato acido Extrato etanélico
5,0mg/100g 10,0 mg/100 g 5,0mg/100g 10,0 mg/100 g
Histamina 108,0 a 65,2 570b 62,2
(26) (66) (13) )
Tiramina 51,3 41,4 40,7 53,2
(18) (31) (27) ©)
Espermina 14,4 by 83,7 a,x 73,2 a 56,8 b
P (52) (11) (10) (64)
Espermidina 89,7 a 88,3a 46,3 b 455b
2.7 20b 55 o
. 5,7y 52,0 b,x oYy 77,9 a,x
Agmatina
? (9) (13) (©7) 5)
Putrescina 92,6 a,x 653y 72,7b 81,1
752 sarb 780 a7,
- ) X ’ ,y , y y a,x
Cadaverina
(16) (6) (3) (7)
Feniletilamina 0,0 0,0 0,0 0,0
Triptamina 0,0 0,0b 00y 30,((:)3)a,x
Serotonina 19,6 b,x 128 by 45,7 a,y 68,1 a,x

(8) (14) (6) ()
CV: coeficiente de variagdo; 5,0 e 10,0 mg/100 g sdo as concentragdes de cada amina adicionada a
amostra. Valores para cada linha com letras diferentes (a-b) apresentam diferenga significativa entre os
extratos (Analise de varianica, p < 0,05). Valores com letras diferentes (x-y) apresentaram diferenca
significativa entre as concentragdes de adigdo de padrdo. Valores sem indicacdo de letras nao
apresentaram diferenga significativa (Analise de varianica, p > 0,05).

3.2 PURIFICAGAO DE HISTAMINA E TIRAMINA COM BENTONITE

3.2.1 Estudo da influéncia da proporcgao de bentonite utilizada

Os resultados obtidos no estudo sobre a influéncia da quantidade de bentonite na
retencdo de aminas bioativas em extratos adicionados de diferentes concentragcdes de
solucdo de aminas estao apresentados na tabela V.2.

O objetivo desta etapa foi determinar a quantidade de bentonite necessaria para
obter maior retengcdo das aminas nos trocadores catidnicos deste composto. Histamina
ficou mais de 70% retida em 10,0; 50,0 e 100,0 mg de bentonite por mililitro de extrato, no
entanto a reprodutibilidade foi muito baixa, com CV de mais de 80%. Tiramina por outro
lado n&o apresentou retencédo e nem diferenga significativa entre as condigbes. Com 1,0
mg de bentonite por mililitro de extrato, apenas espermina e agmatina apresentaram
recuperacdes baixas. Com 10,0 mg/mL de bentonite, observou-se retencao significativa

de espermina, espermidina, agmatina, triptamina e serotonina. Com 50,0 mg/mL de
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bentonite, além das aminas retidas na concentracdo inferior, observou-se retencéo de
aproximadamente 50% de putrescina, cadaverina e feniletilamina. No entanto, com 100,0
mg/mL de bentonite, putrescina e cadaverina apresentaram recuperagdes maiores
comparadas a 50,0 mg/L.

De um maneira geral, a concentragdo de bentonite 50,0 mg/mL foi a que
apresentou os menores valores de recuperagao para a maioria das aminas. Resultados

mais completos estao disponiveis no Apéndice B.

Tabela V.2: Influéncia da concentragdo de bentonite, mantida em contato por 60 min, na
recuperacao meédia de histamina, tiramina e oito aminas interferentes purificadas de
extrato acido de queijo parmesdo ralado, adicionado de padrdo em dois niveis de
concentracao (5,0 e 10,0 mg/100 g)

Aminas % de recuperacao (% CV) / bentonite (mg/mL de extrato)
bioativas 1,0 10,0 50,0 100,0
Histamina 97,8 a 20,5b 215b 358b
(110) (88) (81) (40)
Tiramina 138,4 126,7 97,6 132,0
(31) (52) (52) (38)
Espermina 0,0 0,0 0,0 0,0
Espermidina 89,4 a 11,2b 0,6 ¢ 0,8¢c
(22) (28) (124) (89)
Agmatina 1(51)’087)3 0,0c 0,0c 1??’)2;)
Putrescina 1879 a 101,5b 54,3 ¢ 94,3 b
(3) (59) (48) (27)
Cadaverina 139,4 a 100,1b 579 ¢ 1039b
(60) (96) (63) (31)
Feniletilamina 119,2 a 104,4 b 60,8 ¢ 67,7¢c
(13) (15) (31) (16)
Triptamina 6(14’2;3 ?1’:2,’?3 0,0c 0,0c
Serotonina 6(56’2)3 ?2’65'3 0,0b 0,0 b

CV: coeficiente de variagdo. Valores com letras diferentes para cada linha (a-c) sao significativamente
diferentes (Teste de Duncan, p < 0,05).

3.2.2 Estudo da influéncia do tempo de contato da amostra sob agitagao com
bentonite

O tempo de contato do extrato com bentonite foi importante na retencdo das
aminas, como pode ser observado na tabela V.3. Os tempos de 15 e 30 min nao foram
significativamente diferentes e apresentaram maior retengdo das aminas. Os valores de

recuperacado apos 60 min de agitagdo foram maiores comparados apds 15 e 30 min de
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agitacdo. E possivel que a bentonite tenha baixa estabilidade em meio &cido, que é
comum em resinas com matrizes inorganicas (COLLINS et al., 1997). Com isto, pode ter

ocorrido hidrolise desta apds muito tempo de contato com o meio.

Tabela V.3: Influéncia do tempo de agitacdo na recuperagdo de aminas bioativas em

extrato acido de queijo parmesao ralado apés purificagdo com bentonite na proporgéo de

50,0 mg/mL
Aminas % de recuperagao (% CV) / tempo de agitagdo (min)
bioativas 0 15 30 60
Histamina 209b 120c 15,6 bc 410a
(15) (12) (10) (13)
. . 162,7 106,1 98,9 138,6
Tiramina ’ ' ! ’
(22) (2) (53) (14)
Espermina 0,0 0,0 0,0 0,0
. 1,2a
Espermidina 0,0b 0,0b 0,0b (46)
. 9,7 a 9,3a
Agmatina 0,0b 00b ’ :
g (2) (88)
Putrescina 1019 a 51,7¢c 46,5 c 80,2 b
(17) 9) (4) (15)
Cadaverina 103,1 a 516 b 431b 89,6 a
(15) (6) (13) (32)
Feniletilamina 106,5 a 515¢ 543 ¢ 815b
(10) (9) (16) (22)
Triptamina 0,0 0,0 0,0 0,0
Serotonina 0,0 0,0 0,0 0,0

CV: coeficiente de variagdo. Valores para cada linha (a-c) com letras diferentes sédo significativamente
diferentes (Teste de Duncan, p < 0,05).

Histamina apresentou retengcédo de quase 90% com tempos de agitacéo de 15 e 30
min. Tiramina nao apresentou retencdo em bentonite, permanecendo no extrato sem
diferengcas entre os tempos de agitagdo. As poliaminas espermina, espermidina e
agmatica e as indolaminas triptamina e serotonina ficaram totalmente retidas em bentonite
nas condigdes avaliadas. Putrescina, cadaverina e feniletilamina apresentaram o maximo
de retengcao com 15 e 30 min com recuperagdes de aproximadamente 50%.

Apesar da bentonite apresentar um custo menor, como produto comercial, ela pode
apresentar variagbes em sua composi¢cao (GOPINATH et al., 2003) e apresenta baixa
estabilidade em meios acidos e alcalinos comparada as resinas sintéticas (COLLINS et
al., 1997), o que pode dificultar a eluicao da histamina que ficou retida. No entanto, para
tiramina que nao foi retida, houve a eliminacdo completa das poliaminas e indolaminas

interferentes e mais de 90% de histamina. Porém putrescina, cadaverina e feniletilamina
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permaneceram no extrato em teores capazes de interferir na analise espectrofotométrica
da tiramina. Além disso, ndo foi observada alteragao perceptivel dos extratos purificados
diante da analise qualitativa da area inicial do cromatograma obtido por CLAE com par
idnico, que é relativa a presencga de aminoacidos e peptideos. Com isto, supde-se que 0s

aminoacidos permaneceram como interferentes da tiramina.
3.3 PURIFICAGAO DE AMINAS BIOATIVAS POR TROCA ANIONICA

3.3.1 Perfil de retencdo e eluicdo de histamina, tiramina, oito aminas bioativas e

aminoacidos por resinas de troca anionica

O perfil de aminas bioativas e aminoacidos presentes nos extratos purificados na
resina Dowex1 - X8, seguindo o procedimento da AOAC (1995) para determinagao de

histamina em pescado esté indicado nas figuras V.1 e V.2.

4
5
6 10
9 12
11 13
o
) 20 a0 min o 20 40 min

Figura V.1: Perfil cromatografico de solugdo contendo dez aminas e trés aminoacidos
antes (a) e apds (b) purificacdo em resina de troca anidnica Dowex1 - X8, 100 mesh, de
acordo com o método descrito por AOAC (1995).

Condigbées cromatograficas: coluna pBondapak C4g (10 pum, 3,9 x 300 mm, Waters, Milford, EUA),
gradiente de eluicdo com acetonitrila e tampéao pH 4,9 com octanossulfonato, fluxo 0,8 mL/min a 22 + 1 °C,
derivagdo poés-coluna com o-ftalaldeido e detecgdo fluorométrica a 340 nm de excitagdo e 445 nm de
emissao. 1: tirosina; 2: histidina; 3: fenilalanina; 4: putrescina; 5: cadaverina; 6: histamina; 7: tiramina; 8:
serotonina; 9: agmatina; 10: espermidina; 11: espermina; 12: feniletilamina; 13: triptamina.

A resina de troca anidnica é capaz de reter substancias fendlicas, o que explica a
retencao de tiramina e serotonina. Os aminoacidos foram todos retidos, como pode ser

observado na figura V.2, que apresenta nos primeiros 10 min de eluicdo da amostra, por
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CLAE com par ibnico, o conjunto de aminoacidos, peptideos e outras substancias

presentes no extrato.

5
4 7 10 45 10
il

0 20 40 min o 20 40

Figura V.2: Perfil cromatografico do extrato metandlico de queijo parmesao ralado antes
(a) e apos (b) purificagdo em resina de troca aniénica Dowex1 - X8, 100 mesh, de acordo
com o método descrito por AOAC (1995).

Condigoées cromatograficas: coluna pBondapak C4g (10 um, 3,9 x 300 mm, Waters, Milford, EUA),
gradiente de eluicdo com acetonitrila e tampéao pH 4,9 com octanossulfonato, fluxo 0,8 mL/min a 22 + 1 °C,
derivagdo poés-coluna com o-ftalaldeido e detecgdo fluorométrica a 340 nm de excitagdo e 445 nm de
emissao. 4: putrescina; 5: cadaverina; 6: histamina; 7: tiramina; 10: espermidina.

As porcentagens de recuperagdo das aminas ao se purificar solugdes contendo
diferentes concentracdes destas substancias em resina Dowex1 - X8 estao apresentados
na tabela V.4. Tiramina e serotonina, por serem compostos fendlicos, independente da
concentracdo pesquisada, ficaram retidas na coluna. Triptamina e agmatina nao foram
detectadas na solugéo de 0,6 ug/mL, sendo que agmatina na concentragéo seguinte (1,0
ug/mL) apresentou coeficiente de variagdo muito elevado por sua concentragao estar

préxima ao limite de quantificagdo do método.

Tabela V.4: Recuperagcao das aminas bioativas apos purificagdo em resina de troca

aniénica Dowex1 - X8, 100 mesh, de acordo com o método descrito por AOAC (1995)

Concentracao de % Recuperagao (% CV)
amina (ug/mL) HIM TIM EPM EPD AGM PUT CAD FEM TRM  SRT
90,0 0,0 178,8 56,6 0,0 75,3 82,8 63,0 0,0 0,0

0,6
(30) (3) (1) © (1) (1)

10 745 00 1166 699 104 789 832 808 610 00

’ () (13)  (16)  (®94)  (7) (7) (25 (31)

20 9206 00 932 841 975 942 942 820 488 0,0

(11) (10) (16) (21) (12) (15) (11) (32)
CV: coeficiente de variagdo; HIM: histamina; TIM: tiramina; EPM: espermina; EPD: espermidina; AGM:
agmatina; PUT: putrescina; CAD: cadaverina; FEM: feniletilamina; TRM: triptamina; SRT: serotonina.
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A resina Dowex1 - X8 foi eficiente na retencdo da tiramina e de aminoacidos,
deixando a histamina eluir com percentuais de recuperagdo de 75 a 91%. Entretanto,
varias outras aminas foram eluidas, sendo que estas poderiam superestimar os
resultados para histamina, uma vez que todas estas reagem com o-ftalaldeido ou demais

reagentes utilizados comumente na derivagéo.

3.3.2 Influéncia do volume de agua de lavagem na reteng¢ao das aminas bioativas

Os resultados obtidos ao se comparar 25,0 e 50,0 mL como volume de extracao
das aminas da resina Dowex1 - X8 estdo apresentados na tabela V.5. O volume de agua
utilizado para lavagem da resina apds adicdo da amostra foi importante na recuperagao
completa de algumas aminas nao retidas. Para o procedimento descrito, foram
necessarios 50,0 mL de agua para eluigdo completa da espermina, espermidina,
putrescina e cadaverina. Histamina, agmatina, feniletilamina e triptamina nao
apresentaram diferengas significativas. Tiramina e serotonina permaneceram retidas
completamente e o volume de agua néo interferiu nesta condicdo. De qualquer forma, o
volume utilizado no procedimento da AOAC (1995), 50,0 mL, foi o selecionado para

garantia da retirada de todas as aminas que ndo interagiram com os trocadores iénicos.

Tabela V.5: Influéncia do volume de agua de lavagem na recuperagdo da histamina,
tiramina e oito aminas bioativas purificadas de extrato metandlico de queijo parmeséao
ralado em resina de troca aniénica Dowex 1 X8 - 100, de acordo com o método descrito
por AOAC (1995)

Volume de eluigao % Recuperagao (CV)

com agua (mL) HM TIM EPM EPD AGM PUT CAD FEM TRM SRT
7003 00 605b 615b 774 676b 657b 665 30,1 0,0
(15) (5) (4) (11) (7) 8)  (14) (24)
906 0,0 932a 841a 975 942a 942a 820 488 0,0
(11) (10) (16) (21) (12) (15) (11) (32

HIM: histamina; TIM: tiramina; EPM: espermina; EPD: espermidina; AGM: agmatina; PUT: putrescina; CAD:
cadaverina; FEM: feniletilamina; TRM: triptamina; SRT: serotonina; CV: coeficiente de variagdo. Valores
para cada coluna (a-b) com letras diferentes séo significativamente diferentes (Teste de Duncan, p < 0,05).

25,0

50,0
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3.3.3 Influéncia do tamanho da malha da resina e do numero de ligagoes entre os

grupos de poliestireno na retengao das aminas bioativas

Apenas quatro aminas apresentaram diferenga significativa na porcentagem de
recuperagao em relagdo ao tamanho da malha (tabela V.6). Agmatina apresentou maior
eluicdo e triptamina menor eluigdo em resina com malha maior. Tiramina e serotonina,
que foram totalmente retidas em resina com malha menor, foram detectadas nos eluatos
da resina com tamanho da malha maior (50 mesh). Desta forma, o tamanho da malha
menor (100 mesh) utilizada no procedimento da AOAC (1995) foi mais adequado.

Tabela V.6: Influéncia do tamanho da malha da resina Dowex1 - X8, na recuperagao da

histamina, tiramina e oito aminas bioativas apés purificagdo em resina de troca aniénica

Tamanho da % Recuperagao (CV)

malha (mesh) HM TIM EPM EPD AGM PUT CAD FEM TRM SRT
703 00b 605 615 774a 676 657 665 30,1b 00b
(15) (5) (4) (11) (7) (8) (14)  (24)
80,0 33a 762 704 652b 726 730 819 633a 175a
(1M G a6 (7) 3) (1) (2) (8) (8) 9)

HIM: histamina; TIM: tiramina; EPM: espermina; EPD: espermidina; AGM: agmatina; PUT: putrescina; CAD:
cadaverina; FEM: feniletilamina; TRM: triptamina; SRT: serotonina; CV: coeficiente de variagdo. Valores
para cada coluna (a-b) com letras diferentes sao significativamente diferentes (Analise de variancia, p <
0,05).

100

50

A variagdo da recuperagdo das aminas bioativas com o numero de ligagdes entre
os grupos de poliestireno pode ser observada na tabela V.7. A retengdo de agmatina e
triptamina foi afetada significativamente pelo numero de ligagdes entre os grupos de
poliestireno, mas o comportamento foi diferente para cada amina. Ndo era esperada a
variagdo em relacdo as ligacbes cruzadas da resina, devido ao fato das aminas
apresentarem baixa massa molecular.

Apesar de nao ter havido diferenga para a maioria das aminas entre o niumero de
ligagcdes entrecruzadas de poliestireno, a resina com pouco entrecruzamento (Dowex1 -
X2) apresenta menos sitios trocadores de ions e menor seletividade (HARRIS, 2001).

Com isto, a resina Dowex1 - X8 foi selecionada.
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Tabela V.7: Influéncia do numero de ligagbes entre os grupos de poliestireno na
recuperacao da histamina, tiramina e oito aminas bioativas apés purificacdo em resina de

troca anibnica

% Recuperagao (CV)

Resina HM TIM EPM EPD AGM PUT CAD FEM TRM SRT
Dowex1 - X8 703 00 605 615 774a 676 657 665 301b 00
100 mesh (15) ® @ an @) @  (14) (24)
Dowex1 - X2 804 00 661 655 592b 657 653 779 413a 00
100 mesh (4) @ @) ®) (7) ) ()

HIM: histamina; TIM: tiramina; EPM: espermina; EPD: espermidina; AGM: agmatina; PUT: putrescina; CAD:
cadaverina; FEM: feniletilamina; TRM: triptamina; SRT: serotonina; CV: coeficiente de variagdo. Valores
para cada coluna (a-b) com letras diferentes sdo significativamente diferentes (Analise de variancia, p <
0,05).

3.3.4 Eluicao das aminas retidas e dos aminoacidos

Como pode ser observado na tabela V.8, a eluicdo de tiramina e serotonina, que
ficaram retidas na resina de troca anibnica e a eluicdo dos aminoacidos nao foram
eficientes com HCI 0,1 mol/L e NaOH 0,1 e 2,0 mol/L.

Tabela V.8: Percentuais de recuperagcdo de aminoacidos e aminas bioativas em solug&o

padrao eluidas com solugdes acida e basica da resina Dowex1 - X8, 100 mesh

Eluente % Recuperagao
HM TIM TIR HIS FEN EPD AGM PUT CAD FEM TRM
HCI 0,1 mol/L 1,4 3,7 0,0 0,0 0,0 0,7 0,0 2,4 1,8 10,8 23,6
NaOH 0,1 mol/L 4,8 01 288 24 6,1 4.0 1,3 0,6 0,0 3,9 0,0
NaOH 2,0 mol/L 0,4 57 156 13,3 8,6 0,0 0,0 1,1 0,0 8,3 0,0

HIM: histamina; TIM: tiramina; TIR: tirosina; HIS: histidina; FEN: fenilalanina; EPD: espermidina; AGM:
agmatina; PUT: putrescina; CAD: cadaverina; FEM: feniletilamina; TRM: triptamina. Serotonina e
espermidina ndo foram detectadas em nenhuma das trés condig¢des.

Com acido cloridrico, ndo houve eluicdo de aminoacidos e apenas tracos de
tiramina. No entanto, foi observada recuperacao de 24% de triptamina e 11% de
feniletilamina e tragos de outras aminas. Triptamina e feniletilamina apresentaram baixa

recuperacao no procedimento descrito pela AOAC (1995), com lavagem da resina, apoés
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adicdo da amostra, com agua. Para melhor recuperagédo destas duas aminas na etapa
anterior, é provavel que a lavagem da resina deva ser com um acido diluido como o HCI
0,1 mol/L.

Com NaOH 0,1 mol/L, houve eluigao apenas de pequenas quantidades de algumas
aminas e em relagdo aos aminoacidos quantificados, obteve-se 29% de tirosina, 2% de
histidina e 6% de fenilalanina. Com NaOH 2,0 mol/L, a eluicdo foi semelhante com apenas
tracos de aminas e baixa recuperacdo dos aminoacidos testados.

A Dowex1 — X8 é uma resina de troca aniénica fortemente basica, que leva a uma
interacdo com os anions, que nao sao facilmente quebradas. Desta forma para a eluigao
de anions, sdo necessarias condicdes mais extremas, como concentragdes de solucdes
alcalinas mais concentradas.

Apbs eluigdo com tampéo fosfato em pH 5,5 da resina Dowex1 - X8 adicionada de
extrato etandlico, houve recuperacdao de apenas 18,3% da tiramina adicionada. Além
disto, também foram eluidos os aminoacidos como pode ser observado na figura V.3.

Desta forma, nenhuma das condi¢des testadas foi eficiente na eluigdo de tiramina.

m
50

40

Aminoacidos

204

Tiramina

L

Figura V.3: Perfil cromatografico do extrato etandlico de queijo parmesdo ralado
purificado em resina de troca aniénica Dowex1 - X8, 100 mesh e eluido com tampao
fosfato em pH 5,5.

Condig¢bées cromatograficas: coluna pBondapak C4g (10 um, 3,9 x 300 mm, Waters, Milford, EUA),

gradiente de eluigdo com acetonitrila e tamp&o pH 4,9 com octanossulfonato, fluxo 0,8 mL/min a 22 + 1 °C,
derivagdo pos-coluna com o-ftalaldeido e detecgao fluorométrica a 340 nm de excitagdo e 445 nm de

emissao.
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3.4 PURIFICAGAO DE HISTAMINA E TIRAMINA POR TROCA CATIONICA

3.4.1 Purificagao de histamina e tiramina em cartuchos de troca iénica

A retencdo de todas as aminas em resina de troca catibnica fortemente acida,
como nos cartuchos IC-H e IC-Na e na resina AG® 50W — X8, ocorreu em fungao da
interacdo forte entre os grupos sulfénico e amino. Esta retengcdo foi observada mesmo
ap6s lavagem dos cartuchos e da resina com agua e HCI 0,1 mol/L. Nas amostras
adicionadas na coluna com resina AG® 50W — X8, a lavagem com agua retirou pequena
parte de aminoacidos, os quais aparecem nos primeiros 10 min no cromatograma, mas
para eluicdo adequada dos aminoacidos sem eluicido das aminas, seria necessario utilizar
uma solugéo tampao em pH menor que 6,0.

No cartucho IC-Chelate que € indicado para retencdo de cations polivalentes, foi
observada pequena eluicdo das aminas com agua com percentuais menores que 10%,
exceto para serotonina que apresentou recuperagao em torno de 30%. Apds eluicdo com
HCI 0,1 mol/L, todas as aminas foram eluidas com percentuais de recuperagao acima de

100%, indicando a presenca de possiveis interferentes da resina.

3.4.2 Teste preliminar de separacao de histamina e tiramina

Histamina e tiramina ficaram retidas na resina de troca catiénica, mesmo apés a
lavagem com solugédo tampao pH 5,6 (tabela V.9). A forga idnica conferida pela solugéo
de NaCl 3,0 mol/L foi eficiente para eluicdo principalmente da histamina; foi observada
eluicado 5,4 vezes maior da histamina em relagéo a tiramina com o eluente tamponado em
pH 5,6 e 3,8 vezes maior com eluente tamponado em pH 6,6. Com solugao tampao pH
6,6 a histamina foi eluida e tiramina n&o apresentou eluicdo relevante. Este perfil de
eluigdo pode estar relacionado ao pKa do grupo imidazol da histamina.

Apo6s eluicdo com solugcdo contendo NaCl 0,35 mol/L e KCI 0,35 mol/L, foram
detectados tragcos de histamina (0,04 pug/mL) e tiramina (0,05 pg/mL), que podem ser
observados na figura V.4. Com a adi¢cao de isopropanol 30%, a extracdo de ambas
aminas foi mais eficiente (0,45 pg/mL), mas a recuperagdao foi muito baixa
(aproximadamente 5%). Isto indica, conforme CINQUINA et al. (2004), que a utilizagdo de
um solvente organico polar pode favorecer a eluigdo de aminas. No entanto, a principio,

este ndo se apresentou especifico para histamina ou tiramina.
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Tabela V.9: Concentragdo encontrada nas fragdes coletadas de histamina e tiramina

eluidas da resina AG® 50W - X8 com diferentes solugdes

Concentragao das aminas em cada fragao (ug/mL)

Histamina Tiramina
Eluentes F1 F2 FE3 F B TV B 2 B3 F4 5 FT
(%) (%)
Tampao fosfato  \\ |y |4 014 . <01 nd nd nd 016 - <01
pH 5,6
NaCl3,0mollL o5y 5906 3854 4063 - 356 336 635 626 619 - 66
(pH 5,6)
Tag‘l_ﬁ’a6°6f05fat° 27,88 10,08 229 - - 201 453 328 123 - - 45
Na(Cp'I_?éog;‘O'/L 1749 1781 1511 1339 1042 22,3 372 354 38 439 398 59
Tampaoborato 549 45 o - - 302 238 033 016 - - 4413
pH 8,0
NaOH 0,1 302 - ] ] ] . 68 - ) ] ] ]
mol/L

nd: ndo detectado (limite de detecgdo: histamina < 0,05 pg/mL; tiramina < 0,01 ug/mL); - ndo coletado; F:
fragdes de 5 mL; FT: total da amina encontrada na soma das fragoes.

Com a solucado contendo NaCl 1,0 mol/L e KCI 1,0 mol/L, as duas aminas foram
eluidas em proporgdes diferentes, semelhante a eluigdo com solugao de NaCl 3,0 mol/L.
A concentragao da tiramina (0,5 ng/mL) foi 10 vezes menor que da histamina (5,1 ug/mL).
Foi avaliado um volume maior desta solugdo e observou-se que apds aproximadamente

40 mL ainda havia a presenca das duas aminas (figura V.4).

3.4.3 Perfil de separacao de histamina e tiramina na presenga de oito aminas

bioativas e aminoacidos

No estudo preliminar com tampao 5,6 nao foi observada a eluicdo de nenhuma das
dez aminas estudadas. Com solucdo de NaCl 0,5 mol/L tamponada em pH 5,6 foram
eluidas baixas concentragdes de putrescina (7% da quantidade adicionada), cadaverina
(2%), tiramina (6%), feniletilamina (5%) e serotonina (1%). Apds eluigdo com 44,0 mL de
NaCl 1,0 mol/L, tamponado em pH 5,6, foram obtidos 92% de putrescina seguidos de
46% de cadaverina, 42% de tiramina, 30% de histamina, 11% de serotonina, 9% de
feniletilamina, 8% de agmatina e 7% de espermidina. Nao foi observada a eluigéo
diferenciada entre tiramina e histamina, como foi encontrado na eluicdo apenas das duas
aminas com solugdo de NaCl 3,0 mol/L tamponado em pH 5,6. Apds eluicdo com a

solugdo contendo NaCl e KCI 0,5 mol/L e a solugdo contendo NaCl e KCI 1,0 mol/L,
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observou-se a eluicdo de todas as aminas, ndo sendo este eluente eficaz para a

separacao das aminas pesquisadas.
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Figura V.4: Cromatograma da tiramina e histamina em diferentes eluatos obtidos por
troca catiénica com resina AG® 50W - X8 e eluicdo com (a) solugdo salina 0,7 mol/L; (b)
solugao salina 0,7 mol/L com 30% de isopropanol; (c) 5 mL e (d) apdés 40 mL de solugéo
salina 2,0 mol/L tamponada em pH 5,6.

Condigoées cromatograficas: coluna pBondapak C4g (10 pum, 3,9 x 300 mm, Waters, Milford, EUA),
gradiente de eluicdo com acetonitrila e tampéao pH 4,9 com octanossulfonato, fluxo 0,8 mL/min a 22 + 1 °C,
derivagdo poés-coluna com o-ftalaldeido e detecgdo fluorométrica a 340 nm de excitagdo e 445 nm de
emissao. 1: tirosina; 2: histidina; 3: fenilalanina; 4: putrescina; 5: cadaverina; 6: histamina; 7: tiramina; 8:
serotonina; 9: agmatina; 10: espermidina; 11: espermina; 12: feniletilamina; 13: triptamina.

min

Nao houve eluicédo relevante de aminas bioativas com solugdes tampao em pH 7,0
e pH 5,2, mesmo adicionando metanol (tabela V.10). No entanto, sé houve eluicéo
significante de aminoacidos com solu¢do tampao contendo 20% do solvente orgéanico
metanol, no entanto esta eluicdo nao foi completa (tabela V.11). Foi observada eluigao
dos aminoacidos com HCI 1,0 mol/L; no entanto, todas as aminas bioativas foram eluidas

em proporcoes diferenciadas, sendo que a tiramina apresentou a maior recuperagao.
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Tabela V.10: Perfil da eluicdo de dez aminas bioativas com diferentes eluentes em resina

de troca catidbnica

Eluente % Recuperagéao (%CV)

HM TIM EPM EPD AGM PUT CAD FEM TRM SRT
Tampéo acetato pH 5,2 0 0 0 2,2 1,0 0 1,5 0 0 0

(8) (173) (173)
Tampéao acetato pH 5,2 / 2,6 5,3 0 1,9 0 0,2 0 0,1 0 0
20% metanol (89) (87) (17) (173) (173)

Tampéao fosfato pH 7,0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 -
HCI 1,0 mol/L 86 57,3 16,8 2,7 7,2 13,3 159 304 11,5 140

(14) (2 (5) (18) (6) (7) (4) 2 (18 (9
NaCl 2,0 mol/L pH 5,2 40,9 143 288 406 266 716 512 179 79 0.2
a1 a1 @ (13) ©@ (4 1) (12) (10) (173)
NaCl2,0mol/lLpH 52/ 693 411 1327 190,7 1361 888 639 1106 - -
20% CH;CN:MeOH 1:1  (2)  (2)  (3) @) 05 (1) (2 @
NaCl 3,0 mol/L pH 7,0 480 0 0 1556 967 840 521 0 0 -
3) (7) 6) (21 (1)

NaCl 3,0 mol/L pH 8,0 453 0 825 1416 837 647 440 O 0 -
() (90) (8 8 (15 (8)

CV: coeficiente de variagao; HIM: histamina; TIM: tiramina; EPM: espermina; EPD: espermidina; AGM:
agmatina; PUT: putrescina; CAD: cadaverina; FEM: feniletilamina; TRM: triptamina; SRT: serotonina;
CH;CN: acetonitrila; MeOH: methanol; -: ndo determinado.

Tabela V.11: Perfil da eluicdo de aminoacidos com diferentes eluentes em resina de troca

catibnica
Eluente % Recuperagao (%CV)

HIS TIR FEN Area total de aminoacidos

Tamp3ao acetato pH 5,2 " 0 3,9 2,9 1,4

(88) (88) (88)

Tampéo acetato pH 5,2 / 32,3 58,3 45,3 46,7

20% metanol (87) (28) (5) (17)

Tampao fosfato pH 5,6 - - - 10,0

(22)

Tampao fosfato pH 7,0 * - - - 10,0

(22)

HCI 1,0 mol/L " 55 131,3 79,5 452

(173) (2) (4) (13)

NaCl 2,0 mol/L pH 5,2 ! 208,6 67,0 57,8 88,7

(25) (19) (9) (15)

NaCl 2,0 mol/L pH 5,2/ - - - 47,8

20% CH3CN:MeOH (1:1) 2 (5)

NaCl 3,0 mol/L pH 7,0 * - - - 43,9

(12)

NaCl 3,0 mol/L pH 8,0 % - - - 431

(11)
CV: coeficiente de variagcdo; HIS: histidina; TIR: tirosina; FEN: fenilalanina; CH3;CN: acetonitrila; MeOH:
metanol; -: ndo determinado. ' Avaliagdo com solugao padrao. 2 Avaliagdo com extrato acido de queijo
parmeséo ralado.
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As solugbes salinas ndo foram seletivas, i.e., houve eluicdo de aminoacidos e
aminas bioativas. Os estudos com solugdao de NaCl 3,0 mol/L foram realizados com
extrato acido de queijo parmesao ralado e a ndo recuperagdo de espermina, tiramina,
feniletilamina e triptamina pode ser devido aos seus baixos teores iniciais, além da propria
ineficacia do eluente em retira-las da resina.

A adicdo de solvente orgéanico (acetonitrila e metanol) na solugdo de NaCl 2,0
mol/L, aumentou a eluicdo de todas as aminas bioativas; no entanto, isto nao foi

observado para os aminoacidos.

4 CONCLUSOES

A purificacdo com SEP-PAK Cis ndo foi seletiva e ndo apresentou valores de
recuperacédo adequados para a maioria das aminas.

Durante a purificagcdo de extrato acido de queijo parmeséao ralado com bentonite,
observou-se que o tempo de agitagdo e a quantidade afetou significativamente os
resultados, sendo a melhor condi¢do de retencéo a agitagao por 15 a 30 min na presenca
de 50,0 mg de bentonite por mL de extrato.

Ao utilizar a resina de troca ibnica na purificagcdo de aminas, observou-se que nao
houve variagdo na eluicdo da maioria das aminas bioativas com diferentes volumes de
agua de lavagem, tamanhos da malha da resina e numeros de ligagdes cruzadas da
matriz da resina. Tiramina e serotonina ficaram menos retidas na resina Dowex1 - X8 com
tamanho da malha maior (50 mesh), sendo mais adequado utilizar a resina com malha de
tamanho menor (100 mesh).

As aminas fendlicas (tiramina e serotonina) ficaram retidas na resina de troca
anibnica e nao foram eluidas eficientemente pelos eluentes testados. Os aminoacidos
também ficaram retidos na resina de troca anibnica. Desta forma, é possivel analisar
histamina e demais aminas que n&o foram retidas na resina de troca aniénica sem a
interferéncia dos aminoacidos.

As aminas bioativas ficaram retidas fortemente na resina de troca catiénica testada.
As solugdes tampao nao eluiram as aminas bioativas e ndo foram eficientes na eluicao
dos aminoacidos. A adi¢cado de solvente organico na solugdo tamp&o aumentou a eluicao
dos aminoacidos. Nenhuma das solu¢des eluentes testadas foi capaz de purificar

seletivamente histamina e tiramina.
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CONCLUSOES INTEGRADAS E SUGESTOES

Foram detectadas, nas amostras de queijo ralado analisadas no periodo de 2005 a
2006, as dez aminas investigadas. Espermina, espermidina, agmatina, feniletilamina,
triptamina e serotonina estavam presentes em baixos teores. Putrescina e cadaverina
foram encontradas na maioria das amostras em altos teores, podendo potencializar o
efeito toxico da histamina. Histamina e tiramina foram detectadas em 100% das amostras,
sendo que em 62% poderiam causar efeitos toxicos adversos a saude humana. Ainda nao
se tem relatos sobre os efeitos téxicos do uso continuo destas substancias. Desta forma,
este estudo reafirma a necessidade de que os teores de tiramina e histamina em queijos
ralados sejam um critério de qualidade higiénico-sanitario.

A partir dos resultados da correlagao, sugere-se, quando a analise de histamina e
tiramina separadamente n&o for possivel, o uso alternativo dos teores de aminas
biogénicas, aminas totais ou da soma de histamina e tiramina para avaliar a aptidédo do
queijo utilizado como matéria-prima para queijo ralado.

Histamina apresentou recuperacdo adequada na extracdo com HCI 1,0 molL,
etanol fervente e tampéao borato. Tiramina apresentou recuperacao adequada na extracao
com HCI 1,0 mo/L e etanol fervente. A extragdo com HCI 1,0 mol/L permitiu recuperagéo
adequada da maioria das aminas de queijo ralado. Além disto, este foi um procedimento
relativamente simples, barato e rapido. Portanto, deveria ser utilizado para extracdo de
aminas de amostras de queijo.

Na extracdo com etanol fervente, as aminas biogénicas (histamina, tiramina,
putrescina, cadaverina, feniletlamina e triptamina) apresentaram recuperagdes
adequadas, enquanto as poliaminas nao foram extraidas. Este solvente poderia ser
utilizado na extracao seletiva de aminas biogénicas.

Nenhum dos dois procedimentos de derivagao foi especifico para histamina e
tiramina. Desta forma, sdo necessarios métodos de purificagdo e separagao para
determinacao de histamina e tiramina. A derivagdo com ninidrina é um procedimento mais
simples e os produtos sao mais estaveis que a derivacido com DnsCl.

A extracado alcalina de aminas de queijo seguida pela purificagdo por particao
liquido-liquido com éter etilico em pH 10 permitiu recuperagao adequada de histamina e
tiramina. Entretanto este procedimento n&o foi seletivo para histamina e tiramina. As

principais aminas interferentes nesta etapa foram feniletilamina e triptamina, que foram



140

particionadas seletivamente por cloroformio. Como sugestédo, pode-se avaliar a partigao
consecutiva de cloroférmio e éter etilico na purificagdo de histamina e tiramina.

Nao foi alcancada purificacido seletiva de histamina e tiramina por extracdo em fase
sélida. As aminas fendlicas (tiramina e serotonina) ficaram retidas na resina de troca
anidbnica e nao foram eluidas eficientemente pelos eluentes testados. Os aminoacidos
também ficaram retidos na resina de troca anidnica. Desta forma, € possivel analisar
histamina e as demais aminas que n&o foram retidas na resina de troca anidnica sem a
interferéncia dos aminoacidos.

As aminas bioativas ficaram retidas fortemente na resina de troca catidnica testada.
As solugdes tampéo nao eluiram as aminas bioativas e ndo foram eficientes na eluigao
dos aminoacidos. A adi¢gado de solvente organico na solugdo tamp&ao aumentou a eluicao
dos aminoacidos. Nenhuma das solugdes eluentes testadas foi capaz de purificar
seletivamente alguma das aminas bioativas.

A analise de histamina e tiramina separadamente n&o foi viavel nas condi¢coes
testadas. No entanto, a partir dos resultados de correlagdo de histamina, tiramina e
aminas biogénicas, a analise de aminas biogénicas, exceto tiramina, como indice da
qualidade de queijo, pode ser avaliada pela seqiéncia de extragdo com HCI ou etanol,
purificagdo por troca anibnica utilizando-se a resina Dowex1 - X8, seguida de

quantificacédo por espectrofotometria de absorcao molecular apds derivacdo com ninidrina.
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APENDICE B

Influéncia da concentragdo de bentonite na recuperagdo de aminas bioativas apos
purificagdo dos extratos acidos de queijo Parmesao ralado adicionados de duas

concentragodes (5,0 e 10,0 mg/100 g) de aminas

% de recuperacao de aminas bioativas (%CV)
Concentracio de bentonite (mg/mL de extrato)

1 10 50 100
Histamina
+5mg/100 g 0,0 by 6,5 b,y 89by 31,7 a
(96) (87) (66)
+10 mg/100 g 195,6 a,x 34,5 b,x 34,2 b,x 40,0b
7) (40) (44) (12)
Tiramina
+5mg/100 g 100,3y 67,7y 56,6 y 113,2
(8) (24) (51) (62)
+ 10 mg/100 g 176,4 x 185,8 x 138,6 x 150,8
(6) (7) (17) (7)
Espermina
+5mg/100 g 0,0 0,0 0,0 0,0
+10 mg/100 g 0,0 0,0 0,0 0,0
Espermidina
+5mg/100 g 72,3 a,y 91b 00c 05¢c
(9) (33) (87)
+10mg/100 g 106,4 a,x 134 b 12c¢ 10c¢
(5) (10) (46) (87)
Agmatina
+5mg/100 g 0,9 b,y 0,0b 0,0b 16,7 a,x
(173) (25)
+10 mg/100 g 38,8 a,x 00c 00c 10,3 b,y
(18) (18)
Putrescina
+5mg/100 g 182,2 a 48,0 c,y 31,7¢cy 83,6b
(1) (27) (8) (41)
+10 mg/100 g 193,7 a 155,1 b,x 76,9 d,x 105,11 ¢
(1) (6) (17) 9)
Cadaverina
+5mg/100 g 64,2 ab,y 14,2 be,y 35,3¢cy 89,1a
(17) (115) (89) (46)
+10 mg/100 g 214,6 a,x 185,9 a,x 80,5 b,x 118,7b
(7) (12) (35) (15)
Feniletilamina
+5mg/100 g 106,9 a,y 914 ay 48,1 b,y 60,3 b
(6) (6) (28) (19)
+10 mg/100 g 131,5 a,x 117,4 a,x 73,6 b,x 752b
(7) (6) (20) 2)
Triptamina
+5mg/100 g 37,7ay 0,0 b,y 0,0b 00b
(21)
+10 mg/100 g 84,3 a,x 16,3 b,x 0,0c 0,0c
(7) (60)
Serotonina
+5mg/100 g 27,2 a,y 1,3b 0,0b 0,0b
(27) (137)
+10 mg/100 g 102,7 a,x 00b 0,0b 00b

(10)
CV: coeficiente de variagao. Valores com letras diferentes para cada linha (a-d) ou coluna (x-y) sdo significativamente
diferentes (Teste de Duncan, p < 0,05).
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