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INTRODUCAO

As aminas biogénicas sdo substancias de baixo peso molecular que possuem importancia biolégica em
animais, vegetais e células microbianas com fun¢des fisioldgicas variadas. S8o geradas a partir da
descarboxilag@o enzimética ou microbiana de aminoacidos e da transaminacgdo de aldeidos e cetonas (1,
2). A avaliacdo desses compostos € de extrema importancia, pois em concentracdes elevadas nos
alimentos possuem efeitos toxicos. Segundo a forma de acdo, as aminas séo divididas em psicoativas
(histamina, putrescina, cadaverina) que tem acdo nos neurotransmissores, e quando ocorre intoxicacao,
causam voOmito, diarreia, hipotensdo e cefaleia. Outra divisdo, sdo as aminas vasoativas (tiramina,
triptamina, feniletilamina) que atuam no sistema vascular, causando crises hipertensivas, enxaquecas,
dificuldade de respirar e palpitagbes (2). Em animais, dietas com altas concentragbes de aminas
acarretam queda no desempenho (3). Diversas metodologias estdo descritas na literatura para a
determinacédo de aminas biogénicas em produtos alimenticios, tais como embutidos, laticinios, peixes, etc,
(2,4); dentre elas, merece destaque a cromatografia liquida de alta eficiéncia com detecc¢ao no ultravioleta
(CLAE-UV). Neste contexto, o presente trabalho objetivou validar um método por CLAE-UV para
guantificacdo de aminas biogénicas em alimentos.

MATERIAL E METODOS

O método de quantificacéo das aminas biogénicas foi validado em termos de seletividade, linearidade e
precisdo. Foram utilizadas como marcadores as seguintes aminas biogénicas: histamina, tiramina, 2-
feniletilamina, triptamina, putrescina, cadaverina, espermina e espermidina. Foram preparadas estoque
individuais com concentracao de 1 mg/mL em HCI 0,1M em baldo volumétrico, as quais foram diluidas em
mesmo baldo (mix de padrbes) na faixa de concentragdo de 0,2, 0,5, 1, 5, 10, 20, 25 pg/mL. Estas
solugbes foram derivatizadas utilizando cloreto de dansila como agente derivatizante e 1,7-
diaminoheptano como padrdo interno conforme descrito previamente por Smela et al. (4) com
modificagfes. Em um tubo, foram adicionados 1 mL do mix, 0,5 mL de tampdo NaOH:NaHCO3; (2:3, pH
14) e 2 mL de cloreto de dansila na concentra¢do de 5 mg/mL solubilizado em acetonitrila. O sistema foi
agitado em vortex por 1 min e deixado em repouso protegido da claridade por 1 h. Apds este periodo,
foram adicionados 0,1 mL de NH4OH e o sistema foi agitado (vortex, 30 s) e deixado em repouso (30 min)
para finalizar a reac¢do. Aos tubos, foi adicionado 1 mL de NaCl saturado e em seguida foi realizado a
extracdo das aminas biogénicas derivatizadas com éter etilico (3x0,5 mL). As fases organicas foram
unidas em um tubo e o solvente foi evaporado com aquecimento (50 °C) e Nz. O residuo, por fim, foi
ressuspendido em 1 mL de acetonitrila, seguido de filtracdo (0,22 um) e analise cromatogréfica. Para tal,
foi utilizado um cromatdgrafo liquido (Dionex Ultimate 3000, Thermo Fischer) composto por detector de
arranjo de diodos (UV-Vis), bomba multicanal e injetor automatico. A separacdo cromatogréafica foi
realizada utilizando uma coluna de fase reversa C18 (150 x 4,6 mm, 5um) acoplada a pré-coluna C18 (10
x 4,6 mm, 5um), gradiente elui¢do utilizando 4gua e acetonitrila e A= 254 nm. A partir dos resultados das
areas, foi calculado o fator de relacdo (FR) das aminas biogénicas em relagdo ao padrdo interno e os
dados foram plotados em software adequado (Excel 2007, Microsoft) para obtencdo das curvas de
calibragdo (n=5). A preciséo foi determinada a partir do coeficiente de variacdo das inje¢cdes (em triplicata)
na concentracdo mais baixa, média e mais alta da curva. A seletividade foi obtida com a analise do perfil
cromatografico de eluigdo da mistura de padrées.

RESULTADOS E DISCUSSAO

O método cromatografico para quantificagdo de aminas biogénicas mostrou-se seletivo para os
compostos de interesse (Figura 1), sendo possivel a identificagcdo de todos os compostos. A concentragdo
de 0,2 ndo gerou sinal satisfatorio para a maioria das aminas, o que dificultava a integracdo dos picos,
sendo, entdo, excluida da analise da linearidade. Apds a regressao linear dos FR (razdo entre area do
pico do padrdo e do padréo interno) dos diferentes padrdes, foram obtidos coeficientes de correlagéo (r)
de 0,998 para a espermidina e espermina e 0,999 para as demais aminas biogénicas (Tabela 1),
indicando que a resposta dos analitos variou linearmente na faixa estudada (0,5 — 25 pg/mL). Por fim,
determinou-se o coeficiente de variagdo (CV) (tabela 2) da concentragéo baixa, média e alta da curva de
calibragdo e os valores foram abaixo de 5%, com excec¢do da tiramina no menor nivel (6%), porém
considerando que o método envolve diferentes etapas de reacdo seguida de extracdo organica, 0s
valores de CV obtidos podem ser considerados satisfatérios.
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CONCLUSOES
O método proposto mostrou-se seletivo, linear e preciso nas faixas de concentracéo de 0,5 — 25 pg/mL.
Ainda, estudos adicionais sdo necessarios para verificar a adequabilidade do método estabelecido na
analise das aminas biogénicas em produtos alimenticios.

REFERENCIAS

1. CARDOZO, M. et al. Biogenic Amines: A Public Health Problem. Revista Virtual de Quimica, [s.l.], v.
5, n. 2, p.149-168, mar. 2013. Sociedade Brasileira de Quimica (SBQ).

2. CUNHA, F. L. et al. Determinacdo de aminas biogénicas em diferentes tipos de queijos por
cromatografia liquida de alta eficiéncia. Instituto Adolf Lutz, Sdo Paulo, v. 71, n. 1, p.69-75, 2012.

3. REGINA, R. et al. Nutricdo animal, principais ingredientes e manejo de aves e suinos. Sdo Paulo:
Fundacéo Cargill, 2010.

4. SMELA, D. et al. Liquid Chromatographic Determination of Biogenic Amines in a Meat Product during
Fermentation and Long-term Storage. Czech J. Food Sci., Brno, Republica Tcheca, v. 21, n. 5, p.167-
175, 2003.

TESTE 5.0 w143 pmostes sy aer wh oo com ccARSEAZAS T

A

Espgggidim Espg!!!]ina

Putrescina Tiramina

.= Cadaverina _padrgointemo
2-feniletilamina Histamina

E Tr'p‘amiga \ 2907

ALt

oo
L/\ r YRRl
T .

=

T T T T T T T T T
" 100 = "o " 140 "o i e w3 "e "

Figura 1. Perfil cromatografico das aminas biogénicas derivatizadas com
diaminoheptano.

cloreto de dansila. Padrao interno: 1,7-

Tabela 1. Coeficiente de correlagdo das curvas de calibragdo das aminas biogénicas.

Coeficiente de correlagdo

Amina Biogénica 0
Triptamina 0,999
2-feniletilamina 0,999
Putrescina 0,999
Cadaverina 0,999
Histamina 0,999
Tiramina 0,999
Espermidina 0,998
Espermina 0,998

Tabela 2. Coeficiente de varia¢&o do baixo, médio e alto nivel da curva calibrag@o das aminas biogénicas.

Coeficiente de Variacéo (%)

Amina Biogénica

0,5 pg/mL 10 pg/mL 25 pg/mL
Triptamina 2,19 2,55 1,38
2-feniletilamina 3,29 1,87 1,34
Putrescina 2,80 2,66 1,54
Cadaverina 3,29 2,45 0,87
Histamina 5,16 2,51 0,88
Tiramina 6,09 2,57 0,78
Espermidina 2,37 4,04 3,20
Espermina 1,66 4,87 5,30
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