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RESUMO

As aminas biogénicas sdo compostos produzidos a partir da acdo de alguns
micro-organismos sobre aminoacidos e que podem ser contaminantes de alguns
alimentos. Sua formacao pode ocorrer durante a vida util ou o armazenamento de
alimentos e causar danos a saude humana quando ingeridas. Esses compostos
podem ser indicadores quimicos das condi¢gbes de higiene de alimentos in natura
e/ou das praticas de processamento, uma vez que sua formagao esta associada
com a atividade de micro-organismos contaminantes. As carnes e os produtos
carneos sao alimentos em que algumas aminas biogénicas ocorrem com
frequéncia. Os métodos analiticos mais utilizados para determinacdo de aminas
biogénicas empregam derivatizagdo das moléculas para que possam ser
quantificadas por técnicas de HPLC com detectores de ultravioleta ou
fluorescéncia. Esse trabalho propbs estabelecer um método analitico para
identificar e quantificar as aminas biogénicas putrescina, cadaverina, histamina,
espermidina e espermina sem necessidade de derivatizagdo dessas moléculas. A
técnica utilizada foi cromatografia liquida de ultra eficiéncia seguida de deteccéo
por espectrometria de massas sequencial (UPLC-MS/MS), amplamente
empregada na detecgdo de compostos presentes em baixas concentragbes em
matrizes complexas, uma vez que possibilita um aumento na sensibilidade e
reduz a interferéncia de compostos presentes na matriz. Foi utilizada fase
estacionaria C18 e fases moéveis agua e acetonitrila adicionadas de acido
pentafluorpropiénico (PFPA), em equipamento com ionizag&o por eletrospray e
analisador triploquadrupolo. Foram obtidas recuperacdes entre 96,7 e 109,9%;
limites de quantificagédo de 0,2 mg kg'1 para putrescina, cadaverina e histamina,
0,25 mg kg'1 para espermidina e 2,5 mg kg'1 para espermina, e coeficientes de
variagao entre 0,4 e 5,6%. Os resultados obtidos na validagao demonstraram que
o método desenvolvido é adequado para analise de mortadelas. Esse método foi
aplicado para analise de mortadelas comercializadas em Campinas — SP e os
resultados encontrados ficaram abaixo de 2,5 mg kg™’ para histamina, entre 0,2 e
9,5 mg kg para putrescina e cadaverina, 6,5 a 47,9 mg kg para espermidina e
29,1 e 235,1 mgkg™ para espermina.

Palavras-chave: Aminas biogénicas; mortadela; UPLC-MS/MS; derivatizag&o.
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ABSTRACT

Biogenic amines are compounds produced from the action of some
microorganisms on amino acids and can be contaminants of some foods. Their
formation may occur during the shelf life or storage of food and cause harm to
human health when ingested. These compounds may be chemical indicators of in-
kind food hygiene conditions and / or processing practices, since their formation is
associated with the activity of contaminating micro-organisms. Meat and meat
products are foods in which some biogenic amines occur frequently. The most
widely used analytical methods for the determination of biogenic amines employ
derivatization of the molecules so that they can be quantified by HPLC techniques
with ultraviolet detectors or fluorescence. This work proposes to establish an
analytical method to identify and quantify the biogenic amines putrescine,
cadaverine, histamine, spermidine and spermine without the need for
derivatization of these molecules. The technique used was ultra-high performance
liquid chromatography followed by sequential mass spectrometry (UPLC-MS/MS),
widely used in the detection of compounds present in low concentrations in
complex matrices, since it allows an increase in the sensitivity and reduces the
interference of compounds present in the matrix. Stationary phase C18 and mobile
water and acetonitrile phases added with pentafluoropropionic acid (PFPA) were
used in equipment with electrospray ionization and triploquadrupolo analyzer.
Recovery was obtained between 96.7 and 109.9%; of 0.8 mg kg™ for spermidine
and 2.5 mg kg™’ for spermine, and coefficients of variation between 0.4 and 5.6%.
The results obtained in the validation showed that the developed method is
suitable for mortadella analysis. This method was applied to the analysis of
mortadella marketed in Campinas - SP, and the results were below 2.5 mg kg™ for
histamine, between 0.2 and 9.5 mg kg™ for putrescine and cadaverine, 6.5 to 47.9
mg kg™ for spermidine and 29.1 and 235.1 mgkg™ for spermine.

Key words: biogenic amines; bologna; mortadella; UPLC-MS/MS; derivatization
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1.  INTRODUGAO

Nos dias atuais, a exigéncia por alimentos saudaveis e a busca constante
por qualidade e seguranca dos alimentos tem estimulado a pesquisa e
quantificacdo de compostos que possam afetar a saude humana. As aminas
biogénicas podem ser encontradas naturalmente, em baixas concentragdes, em
diversos alimentos como frutas e vegetais, onde estao presentes como produtos
ou intermediarios metabdlicos e podem ter distintas fungdes fisiologicas, mas
também podem apresentar efeitos toxicos nos organismos (STADNIK;
DOLATOWSKI, 2010).

A possibilidade de serem indicadoras de qualidade microbiolégica e o
potencial toxico das aminas biogénicas, mesmo sendo fortemente influenciado
pela capacidade de detoxificagdo dos individuos, sdo os dois principais motivos
que levam os pesquisadores do mundo todo a analisar aminas biogénicas em
alimentos (DADAKOVA; KRIZEK; PELIKANOVA, 2009). Além disso, estudos
recentes mostram uma nova tendéncia de pesquisa onde o perfil de aminas
biogénicas € mais uma fonte de dados analiticos para ser usada como descritor
das caracteristicas de qualidade de alimentos, sendo que algumas aminas
biogénicas também estdo relacionadas com propriedades organolépticas de
alimentos. Desta maneira, as aminas biogénicas sao analisadas em alimentos
devido ao seu potencial de toxicidade e também por estarem relacionadas com a
qualidade microbiolégica do alimento, possibilitando uma avaliagdo desde as
matérias primas até os produtos processados (ONAL, 2007). Portanto, é de suma
importancia que alimentos susceptiveis a agdo de micro-organismos sejam
estudados em relagéo a presenga de aminas biogénicas.

Em 2015, o Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (BRASIL,
2015(b)) alertou sobre o risco de botulismo em mortadelas conservadas em
temperatura ambiente. Segundo a legislacao brasileira, mortadela é “o produto
carneo industrializado, obtido da emulsdo de carnes de animais de agougue,
acrescido ou n&o de toucinho, adicionado de ingredientes, embutido em envoltério
natural ou artificial, em diferentes formas, e submetido ao tratamento térmico

adequado”. As mortadelas podem ser classificadas de acordo com a composi¢ao



da matéria-prima e as mortadelas de baixo custo podem conter até 60% de carne
mecanicamente separada, 10% de miudos comestiveis e gorduras e também é
permitido a adicdo de proteinas ndo carneas e amido (BRASIL, 2000). Esta
categoria de produto pode ser transportada e comercializada em temperatura
ambiente desde que as exigéncias do Oficio-circular do Ministério da Agricultura
Pecuaria e Abastecimento sejam atendidas (BRASIL, 2015(b)).

Apesar da grande variedade e do continuo desenvolvimento de métodos
analiticos para analise de aminas biogénicas, sempre existe o anseio de se obter
técnicas que sejam rapidas, utilizem menores quantidades de reagentes e que
apresentem resultados satisfatoriamente exatos e precisos. A implantacdo de
meétodos eficientes e validados para monitorar contaminantes em alimentos, com
0 proposito de garantir a qualidade e seguranga alimentar, € de suma importancia.
Com base nesta consideragao, o trabalho aqui exposto teve por objetivo validar
uma metodologia para analise simultdnea de cinco aminas biogénicas em
mortadela utilizando uma técnica moderna de analise (UPLC-ESI-MS/MS). Esta
técnica € largamente empregada para detectar compostos presentes em baixas
concentracdées em matrizes complexas, uma vez que possibilita um aumento na
detectabilidade das substancias de interesse e reduz a interferéncia espectral de
compostos presentes na matriz, além de fornecer informagao estrutural das
moléculas alvo. (CHIARADIA, COLLINS & JARDIM, 2008).



2. OBJETIVOS

OBJETIVO PRINCIPAL

e Estabelecer e validar um método analitico para identificar e
quantificar putrescina, cadaverina, histamina, espermidina e
espermina em mortadelas utilizando cromatografia liquida de “ultra
alta” eficiéncia com detector sequencial de massas (UPLC-
MS/MS).

OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Adequar condi¢des cromatograficas para separagdo simultdnea
das aminas biogénicas, preferencialmente sem derivatizagao;

e Simplificar a extragédo e limpeza para amostras de mortadela;

e Validar a metodologia segundo os requisitos do Instituto Nacional
de Metrologia, Normalizagdo e Qualidade Industrial (INMETRO
2016);

e Determinar os teores de aminas biogénicas em amostras de
mortadela de baixo custo adquiridas no comércio de Campinas,
SP.



3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

CARACTERISTICAS DAS AMINAS BIOGENICAS

As aminas biogénicas sdo moléculas polares de origem biologica e de
baixo peso molecular, que tém carater basico e estdo naturalmente presentes, em
baixas concentragdes, em alguns alimentos. Sdo chamadas de aminas biogénicas
quando sua formacéao ocorre a partir da degradacao de aminoacidos por enzimas
descarboxilases (BARDOCZ, 1995). Podem ser classificadas do ponto de vista da
estrutura quimica como: alifaticas (putrescina - PUT, cadaverina CAD, espermina
- SPM e espermidina - SPD), aromaticas (tiramina - TY e feniletilamina - PHE) e
heterociclicas (histamina — HIS e triptamina - TRP) e de acordo com o numero de
grupos aminicos como monoaminas (HIS, TY, PHE, TRP), diaminas (PUT, CAD)
e poliaminas (SPM e SPD) (BARDOCZ, 1995; SENTELLAS et al., 2016).
Exemplos de algumas estruturas de aminas biogénicas encontradas com

frequéncia em alimentos estdo apresentados na Figura 1.
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Figura 1 — Estrutura quimica de aminas biogénicas frequentemente encontradas em
alimentos (ONAL, 2007).



As aminas biogénicas sao formadas pela descarboxilagado de aminoacidos
€ 0s precursores e as respectivas aminas formadas estdo apresentados na Figura
2.

Os efeitos das aminas biogénicas no organismo humano sao
desencadeados quando sua concentragdo no sangue atinge altos niveis. Isso
pode ocorrer quando sao ingeridas em grandes quantidades ou por diminuigao da
atividade das enzimas amino oxidases, que estdo presentes no organismo
humano e sdo responsaveis por inativar as aminas biogénicas. Os sintomas
clinicos causados por aminas biogénicas dependem da quantidade e variedade
das aminas ingeridas, da susceptibilidade e da capacidade de detoxificagdo de
cada individuo. Em geral, ndo sao observados efeitos cronicos devido a agao de
aminas biogénicas, dado que a normalizagdo dos seus niveis no organismo
humano ocorre em um curto espaco de tempo. Pessoas com caréncia de vitamina
B12, submetidas a tratamento com medicamentos inibidores de
monoaminooxidases (IMAO), com problemas respiratérios ou cardiacos sao
particularmente mais sensiveis. Individuos com problemas gastricos normalmente
possuem menor atividade oxidativa intestinal e também se encontram no grupo de
risco (EFSA, 2011; BARDOCZ, 1995).
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Figura 2. Aminas biogénicas e seus aminoacidos precursores. (Adaptado de RUIZ-
CAPILLAS; JIMENEZ-COLMENERO, 2005)




Os sintomas resultantes da acado da histamina sao observados
principalmente sobre o sistema cardiovascular. A histamina é vasodilatadora, por
isso causa urticaria, hipotensao, dores de cabeca e palpitacdo. Em casos mais
graves, podem ocorrer broncoespasmos, sufocamento e desordem respiratoria
severa. Também provoca sintomas gastrointestinais por agir sobre a musculatura
lisa do intestino, causando dores abdominais, diarreia e vbmitos. Dor e coceira
associadas com urticaria também podem ocorrer (CARDOZO et al., 2013). A
tiramina, uma das principais aminas com caracteristica vasoconstritora, pode
provocar enxaqueca e crise hipertensiva em individuos sensiveis (STADNIK,
DOLATOWSKI, 2010). Putrescina e cadaverina podem potencializar os efeitos
téxicos da histamina e tiramina (DADAKOVA, KRIZEK, PELIKANOVA, 2009).
Algumas aminas biogénicas como putrescina, cadaverina, espermina e
espermidina podem oferecer um risco toxicolégico maior quando estdo presentes
em produtos carneos que contém nitrito e nitrato, pois pode ocorrer a formacgao de
nitrosaminas, que sdo compostos cancerigenos (ONAL, TEKKELI, ONAL, 2013).

Diversos fatores podem influenciar no tipo e quantidade de aminas
biogénicas encontradas em um alimento, desde sua composi¢cédo quimica, flora
microbiana presente, temperatura de armazenamento e o tipo de embalagem
(DADAKOVA, KRIZEK, PELIKANOVA, 2009). As condicdes para que haja
formagdo de altos niveis de aminas biogénicas em alimentos depende da
existéncia de aminoacidos livres, da presenga de micro-organismos capazes de
produzir descarboxilase e, condicdes favoraveis de crescimento e atividade
microbiana. (VINCI et al., 2011).

LEGISLAGAO

Na legislagdo ndo sdo estabelecidos limites individuais para todas as
aminas biogénicas encontradas em alimentos, com exceg¢ao da histamina, devido
a sua toxicidade. O Ministério da Agricultura Pecuaria e Abastecimento do Brasil
estabelece o limite maximo de 100 mg kg™ para a presenca de histamina no
musculo de peixes de espécies pertencentes as familias ricas em histidina
(BRASIL, 1997). No Canada e na Suica, o limite maximo para histamina em
peixes e produtos de peixe também é de 100 mg kg~', enquanto na Australia e

Nova Zelandia a concentragdo maxima permitida é de 200 mg kg™ (BIJI, 2016). A



legislacdo europeia (CE, 2005) e o Codex Alimentarius (CODEX, 2014)
estabelecem critérios de seguranga apenas para histamina em pescados e o nivel
seguro adotado é de 200 mg kg™'. Nos Estados Unidos, o FDA preconiza que o
nivel maximo de histamina para o consumo seguro é 50 mg kg™'. Para valores
acima de 50 e até 200 mg kg™, devem ser tomadas providéncias e, se os niveis
estiverem entre 200 e 1000 mg kg™, o alimento sera considerado tdxico (FDA,
2011).

AMINAS BIOGENICAS EM ALIMENTOS

Qualquer alimento que contenha proteinas ou aminoéacidos livres esta
sujeito a formagdo de aminas biogénicas, seja por atividade microbiana ou
bioquimica. Os principais alimentos onde as aminas biogénicas podem ser
encontradas em quantidades significativas sao peixes e derivados, carnes e
produtos carneos, produtos lacteos, vinhos, cervejas, vegetais, frutas e chocolates
(SANTOS, 1996). A presenga de aminas biogénicas em diversos tipos de
alimentos tem sido relatada e as de maior ocorréncia sao histamina, cadaverina,
putrescina, B-feniletilamina, tiramina, triptamina, espermina e espermidina
(STADNIK, DOLATOWSKI, 2010). As aminas biogénicas também podem ser
encontradas em alimentos em processo de deterioracdo, principalmente em
produtos de origem animal e também estao presentes em alimentos submetidos a
processos fermentativos, desde que existam precursores para sua formagao
(SANTOS et al., 2015; RAMOS et al., 2014; BUNKA et al., 2012; ALVES et al.,
2017).

Diversos fatores podem influenciar no tipo e quantidade de aminas
biogénicas encontradas em um alimento, desde sua composi¢céo quimica, flora
microbiana presente, temperatura de armazenamento e o tipo de embalagem
(DADAKOVA, KRIZEK, PELIKANOVA, 2009). A matéria prima de origem animal é
uma fonte natural de substrato a partir do qual as aminas biogénicas séo
formadas, e também €& o maior componente da matriz em que as reacdes de
descarboxilagdo ocorrem, e como o perfil de aminas biogénicas é afetado pelas
enzimas descarboxilases, pelos aminoacidos disponiveis e pelo ambiente onde

esses componentes se encontram, qualquer alteragdo em um desses fatores vai



provocar variagao nas quantidades e tipos de aminas biogénicas que se formam
(STADNIK; DOLATOWSKI, 2010; RUIZ-CAPILLAS; JIMENEZ-COLMENERO,
2005).

Nas carnes frescas de boa qualidade normalmente sdo encontradas
espermidina e espermina, que raramente ultrapassam 10 mgkg'. Quando se
utiliza matéria-prima de qualidade para manufatura de produtos processados,
dificiilmente havera formagédo de outras aminas biogénicas ou essas seréo
encontradas em niveis muito baixos, se o armazenamento for adequado
(KOUHNAVARD; FARHADI; REZAEI, 2015). Contudo, algumas aminas como
tiramina, putrescina e cadaverina podem ser formadas durante a estocagem da
carne. (STADNIK, DOLATOWSKI, 2010).

A fonte de substrato (aminoacidos) e o meio da reagdo sao representados
pela matéria prima e suas caracteristicas (composi¢cdo, pH, condi¢gdes de
manuseio) e as enzimas estdo relacionadas com os tipos de micro-organismos
presentes. Além desses fatores, ha influéncia do tipo de produto (fresco, moido,
reestruturado, defumado, fermentado, etc) e o0s processos tecnologicos
empregados em sua fabricagdo, além das condi¢des de armazenamento como
temperatura, embalagem, etc (RUIZ-CAPILLAS; JIMENEZ-COLMENERO, 2005),

conforme resumo apresentado na Figura 3.

Toxicidade

Aminodcidos livres + Aminodcido - I
descarboxilases ::} Aminas biogénicas

AN \

indice de
qualidade

CONDICOES DE PROCESSO

MATERIAS PRIMAS ~ «ZJ—JC=f=» MICRO-ORGANISMOS = ¢ estocAGEM

Manuseio
Quebra de estrutura
Tempo/temperatura
Embalagem
Aditivos

Cura

Enterobactérias
Pseudomonas
Micrococos
Bactérias laticas

Composicdo da carne
Aminodcidos livres
Teor de gordura

pH

Figura 3 — Fatores que influenciam a formacdo de aminas biogénicas em produtos
carneos. (Adaptado de RUIZ-CAPILLAS; JIMENEZ-COLMENERO, 2005).



O pH é um fator importante que influencia a atividade das enzimas
aminoacido descarboxilases. Sua diminuicdo resulta em aumento da atividade da
descarboxilase das bactérias e, nessa condigdo, as bactérias produzem mais
descarboxilases como parte do seu mecanismo de protecdo. Por outro lado, as
carnes que apresentam pH altos (carnes DFD — “Dark, Firm and Dry”), favorecem
o crescimento de micro-organismos, aumentando os aminoacidos livres, mas
limitam a atividade da descarboxilase. Condigdes que resultam em um baixo
potencial de oxido-redugao e estimulam a producédo de histamina, pois a histidina
descarboxilase parece ser inativada ou destruida na presenga de oxigénio. A
formacado de aminas por bactérias € também influenciada pela temperatura, que
entre 20°C e 37°C é otima para o crescimento da maioria das bactérias que
produzem descarboxilases (STADNIK; DOLATOWSKI, 2010; RUIZ-CAPILLAS;
JIMENEZ-COLMENERO, 2005).

O conteudo de gordura das matérias primas carneas também influencia a
formagdo de aminas biogénica. Estudos realizados principalmente com queijos,
mostraram que conforme o teor de gordura aumenta, diminui a formacao de
aminas biogénicas. Atribui-se ao fato de que a gordura diminui a atividade de
agua, inibindo o crescimento de micro-organismos responsaveis pela
descarboxilagdo dos aminoacidos. Também foi observado que histamina e
tiramina estdo menos presentes em produtos embalados de carne suina
(presuntos crus e cozidos) do que em produtos mistos de carne bovina e suina
(salames, mortadelas, salsichdes), onde a formagéo de tiramina é predominante.
(RUIZ-CAPILLAS; JIMENEZ-COLMENERO, 2005).

A obtencdo de produtos carneos com baixas quantidades de aminas
biogénicas requer ndo sé a utilizagdo de matérias primas de boa qualidade, mas
também um processo adequado. O corte e moagem das carnes geralmente
aumentam o risco de contaminagdao microbioldgica e de formacdo de aminas
biogénicas. A estocagem refrigerada em temperaturas improprias, ou por tempo
prolongado favorecem a formagdo de aminas biogénicas por aumentarem a
protedlise da carne e o crescimento microbiano. Ja o congelamento, geralmente
nao favorece que sejam formadas aminas biogénicas, pois, além de praticamente
interromper o crescimento microbiano, torna as descarboxilases instaveis (RUIZ-
CAPILLAS; JIMENEZ-COLMENERO, 2005).



O tipo de processamento e de armazenamento de produtos carneos pode
influenciar na formacdo das aminas biogénicas. O tratamento térmico pode
inativar as descarboxilases presentes, ja que ocorre geralmente acima de 65°C.
Sendo assim, as aminas biogénicas presentes em produtos cozidos sao, na
maioria das vezes, originarias das matérias primas e da manipulagdo prévia ao
cozimento. J&4 em produtos fermentados, como salames, pode existir uma maior
variedade e concentragdo de aminas biogénicas, devido a quantidade elevada de
micro-organismos presentes e aminoacidos livres disponiveis decorrentes da
protedlise que acontece durante o processo e da temperatura da fermentacgao,
favorecendo a atividade de amino descarboxilases (RUIZ-CAPILLAS; JIMENEZ-
COLMENERO, 2005).

Com relagao a aditivos usados em produtos carneos, Naila et at. (2010)
mostraram, em uma revisdo, que o uso de conservadores pode reduzir a
formagdo de aminas biogénicas. O conservador sorbato de sddio e o espessante
hexametafosfato de sédio podem retardar a formagao de histamina e a utilizacao
de acido citrico e succinico, e também sorbitol podem inibir a atividade da
descarboxilase e a formacéo de histamina em pescado. Sorbato de potassio pode
aumentar a vida util de frutos do mar e, combinado com &acido ascoérbico, pode
reduzir a quantidade de aminas biogénicas formadas em linguigas; nitrito e nitrato
de sddio inibem a producdo de aminas biogénicas em alguns estudos (NAILA et
al., 2010).

Grande parte dos estudos de incidéncia de aminas biogénicas esta
relacionada a peixes ou frutos do mar, e a histamina € a principal amina biogénica
estudada. Fatores como a atividade enzimatica enddgena e a flora microbiana
presente nos pescados fazem com que suas proteinas sejam mais susceptiveis a
deterioracdo, liberando assim aminoacidos que serdo matéria prima para
formagao de aminas biogénicas (ROMERO-GONZALEZ et al., 2012; SENTELLAS
et al., 2016). Nos pescados da familia Scombridae (atum, bonito, cavalinha)
ocorre maior acumulo de histamina devido a alta quantidade de histidina livre
presente nos seus musculos, por isso sdo os pescados mais estudados (GOMES
et al., 2014).

Além desses estudos de incidéncia, pesquisas sobre a formacao desses

compostos e a influéncia do armazenamento na qualidade dos alimentos tém sido
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realizadas, uma vez que os niveis de aminas biogénicas podem indicar
deterioragdo do alimento (ROMERO-GONZALEZ et al., 2012; SIROCCHI et al.,
2014; SANTOS et al., 2015; KIM et al., 2009; KOUHNAVARD et al., 2015).

indices de avaliagdo de qualidade de produtos de origem animal de
acordo com o perfil e o conteudo de aminas biogénicas tém sido sugeridos por
diversos estudiosos. Em 1977, MIETZ & KARMAS propuseram um “chemical
quality index”, um indice que sugere o grau de deterioragao de pescados baseado

em uma equacao que utiliza a concentragado de aminas biogénicas presentes:

histamina + putrescina + cadaverina
Index =

1+ espermidina + espermina

Em 1996, foi recomendado o Biogenic Amines Index (BAl), um indice de
avaliacdo do frescor de carnes de acordo com a soma das concentracdes de
PUT, CAD, HIS e TY: < 5 mg kg™’ sugere que a carne tem boa qualidade, niveis
entre 5 e 20 mg.kg” que a carne é aceitavel mas existe sinais de deteriorac&o,
niveis entre 20 e 50 mg kg indicam uma qualidade ruim e > 50 mg kg™ indica
que a carne esta deteriorada (HERNANDEZ-JOVER et al, 1996).

Em 2002, foi sugerida a relagcdo entre a concentragdo de espermidina e
espermina (SPD/SPM) para avaliar carne de frango. Os valores abaixo de 0,50
indicam um produto fresco, entre 0,50 e 0,70, o produto deve ser consumido
imediatamente e acima de 0,70 o produto esta em fase de deterioragdo avancgada
(SILVA; GLORIA, 2002).

Desta maneira, varios autores em diversos paises, tem lancado méo
desses indices para avaliar produtos disponiveis no comércio ou em estudos de
vida util de produtos carneos (SIROCCHI et al., 2014; ROMERO-GONZALEZ et
al., 2012, SIROCCHI et al.,2013; HUANG et al., 2014). Além disso, devido a
grande importancia das aminas biogénicas na saude publica, varios estudos de
incidéncia dessas substancias tém sido realizados, como por exemplo: em queijos
(BUNKOVA et al., 2013; REDRUELLO et al., 2013; SPIZZIRRI et al, 2013 ), em
bebidas (DANIEL et al, 2015; ALMEIDA et al., 2012; ), em produtos carneos
(SIROCCHI et al., 2014; KOUHNAVARD et al., 2015; ALVES et al, 2017,
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SANTOS et al., 2015), dentre outros (GUIDI; GLORIA, 2012; DONG; XIAO, 2017,
DEETAE et al., 2017).

Em relacdo as concentragdes de aminas biogénicas encontradas em
produtos carneos, os produtos submetidos a fermentagcdo contém maiores
quantidades do que os frescos (ERIM, 2013). Os produtos fermentados, como os
diversos tipos de salames, sdo objeto da maioria das pesquisas sobre formacao
de aminas biogénicas em produtos carneos processados. Durante as etapas de
maturacdo e fermentacdo de embutidos carneos, proteases e peptidases da
prépria carne ou provenientes dos micro-organismos presentes causam
transformagdes nas proteinas gerando aminoacidos livres que sofrem
descarboxilagdo, produzindo monoaminas, diaminas ou poliaminas (GIROTTO et
al., 2010). Triptamina, histamina, cadaverina e putrescina sdo as aminas
biogénicas mais presentes em produtos carneos e estdo associadas ao
crescimento microbiano (KOUHNAVARD et al., 2015).

Em estudo realizado por Bunka et al. (2012), onde foram analisados
produtos carneos fermentados durante a estocagem, valores da soma das
concentracbes de PUT, CAD, HIS e TY variaram, entre o inicio e final da
estocagem, de “ndo detectado” até 395,3 mg kg™, valor considerado critico do
ponto de vista toxicologico. A concentracdo de histamina em uma das amostras
no final do armazenamento foi de 151,8 mg kg™ (BUNKA et al., 2012).

No Brasil, Santos et al. (2015) avaliaram seis amostras comerciais de
salame para tiramina, putrescina, cadaverina, espermidina, histamina e espermina
e duas marcas apresentaram niveis de histamina acima de 100 mg kg'1, que é
limite o maximo estabelecido no Brasil para peixes com alta concentracdo de
histidina (BRASIL, 1997). Desta maneira, os autores sugeriram um monitoramento
dessas substancias nas industrias e que sejam implementados padrdes
especificos para concentragdo de aminas biogénicas em salame na legislacao do
Brasil (SANTOS et al., 2015)

N&o sao todos os micro-organismos que possuem capacidade de produzir
enzimas que descarboxilam os aminoacidos, porém as bactérias Iaticas
(Lactobacllus, Enterococus, Carnobacterium, pediococcus, lactococcus e
leuconostoc), as enterobactérias (Morganella, Hafnia, Klebisiella, Escherichia,

Salmonella e Shiguella), Pseudomonas, Staphylococcus, Micrococcus e Kkocuria
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sdo conhecidas por exercerem atividade descarboxilase (GIROTTO, MASSON,
HARACEMIV, 2010).

MORTADELAS

A mortadela tem uma grande importancia na economia nacional, pois é
um dos produtos carneos mais produzidos no Brasil, com volume estimado em
aproximadamente 460 mil toneladas para 2017, ligeiramente inferior a produgao
de salsichas e linguicas (DATAMARK, 2017). No passado, a mortadela era
sinbnimo de alimento de baixo custo e era consumida principalmente pela
populagdo de baixa renda. Atualmente a mortadela tornou-se uma iguaria na
gastronomia de boteco, dos mais sofisticados aos mais simples, e é consumida
por todas as classes sociais.

Conforme anexo Il da Instrugdo Normativa n°4 do Ministério da Agricultura
(BRASIL, 2000), as mortadelas sao classificadas em diferentes categorias em
funcdo das matérias-primas e ingredientes utilizados na sua formulagdo. Sua
definigdo na Instrugdo Normativa n° 4 é: “Entende-se por Mortadela, o produto
carneo industrializado, obtido de uma emulsdo das carnes de animais de
acougue, acrescido ou ndo de toucinho, adicionado de ingredientes, embutido em
envoltério natural ou artificial, em diferentes formas, e submetido ao tratamento
térmico adequado”. Sao classificadas de acordo com a composi¢cao da matéria

prima e das técnicas de fabricagao:

“Mortadela - Carnes de diferentes espécies de animais de agougue,
carnes mecanicamente separadas, até o limite maximo de 60%,; mitdos
comestiveis de diferentes espécies de animais de agougue (Estémago, Coragéo,
Lingua, Figado, Rins, Miolos), pele e tendées no limite de 10% (max) e gorduras.

Mortadela Tipo Bologna - Carnes Bovina e/ou suina e/ou ovina e carnes
mecanicamente separadas até o limite maximo de 20%, miudos comestiveis de
bovino e/ou suino e/ou ovino (Estémago, Coragéo, Lingua, Figado, Rins, Miolos),
pele e tendbes no limite de 10% (méx) e gorduras.

Mortadela Italiana — Por¢bes musculares de carnes de diferentes
espécies de animais de agougue e toucinho, ndo sendo permitida a adi¢cdo de

amido.
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Mortadela Bologna — Por¢ées musculares de carnes bovina e/ou suina e
toucinho, embutida na forma arredondada, ndo sendo permitida a adicdo de
amido.

Mortadela de Carne de Ave - Carne de ave, carne mecanicamente
separada, no maximo de 40%, até 5% de miudos comestiveis de aves (Figado,
Moela e Coragéo) e gordura’.

(Fonte: BRASIL, 2000)

Nas mortadelas de baixo custo, que tem a designagdo de venda
“‘mortadela”, também podem ser adicionadas proteinas ndao carneas e amido nos
teores de, no maximo, 3,5% e 5%, respectivamente e ainda sdo acrescentadas de
sal de cura, aceleradores de cura e condimentos. Essas mortadelas podem ser
transportadas e conservadas em temperatura ambiente desde que o processo de
cozimento assegure, no minimo, a redugao de seis ciclos Log (6D) do micro-
organismo alvo e sua atividade de agua (Aw) nao ultrapasse 0,955 (BRASIL,
2015(b)).

METODOS PARA DETERMINAGAO DE AMINAS BIOGENICAS EM
ALIMENTOS

Devido as caracteristicas quimicas das moléculas de aminas biogénicas,
da diversidade em suas estruturas quimicas, aliado a complexidade das matrizes
alimenticias e a presenga das mesmas em concentragdes muito baixas, a analise
desses compostos tem um alto grau de dificuldade. Em alimentos que tém como
base matérias primas de origem animal, onde existe alto teor de proteinas e
gorduras, diversos ingredientes adicionados e varios tipos de processamento a
gue sao submetidos, analisar aminas biogénicas € um grande desafio (GOMES et
al., 2014). Como esses compostos ndo apresentam propriedades que permitam
detecta-los diretamente por absor¢cdo no visivel, ultravioleta ou fluorescéncia,
existe a necessidade de derivatizagao quimica para que sejam analisados nesses
detectores. A espectrometria de massas vem sendo introduzida como técnica
para deteccdo de aminas biogénicas em alimentos, devido a apresentar

vantagens em relacdo a informagdes que podem ser obtidas sobre a estrutura
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quimica, a massa molar e aumento na seletividade (BOMKE, et al., 2009;
ROMERO-GONZALEZ et al. 2012).

No Brasil, o método oficial para determinacdo de histamina, cadaverina,
putrescina, espermidina, espermina esta descrito na Instru¢do normativa n°® 25, de
2 de junho de 2011, do Ministério da Agricultura Pecuaria e Abastecimento
(MAPA) e é recomendado para analise de pescados frescos, curados ou em
conserva. Esse procedimento utiliza extracdo com acido perclorico, derivatizagao
com cloreto de dansila, separagao por cromatografia liquida em fase reversa e
deteccéo por ultravioleta (BRASIL, 2011).

Independente da metodologia a ser utilizada para determinagao de
aminas biogénicas, devem ser seguidas as seguintes etapas: preparo da amostra,
extragao, limpeza (“clean up”), separacéo, detecgdo e quantificagdo. Além disso,
€ necessario garantir que as caracteristicas de desempenho do método sejam
alcancadas demostrando que o procedimento utilizado & apropriado, desta
maneira faz-se necessaria uma série de verificacbes na metodologia. Essas
verificacbes quando realizadas em conjunto sdo conhecidas como validacao da
metodologia. Os principais parametros que devem ser utilizados sdo: linearidade,
limite de deteccdo, limite de quantificacdo, especificidade, sensibilidade,

recuperacao, exatidao e precisao (INMETRO, 2016).

Preparo de amostra, extragdo e clean-up

O preparo da amostra, a extragdo das aminas biogénicas e a limpeza dos
extratos s&do etapas criticas na determinagdo das aminas biogénicas, pois além da
alta complexidade da matriz alimenticia, a alta polaridade das moléculas,
interferentes com similaridade estrutural em quantidades consideraveis e
diversidade das moléculas, as aminas biogénicas estdo presentes em
concentracbes muito baixas. Se essas etapas ndo forem adequadas para se
extrair completamente as aminas biogénicas da matriz, a baixa recuperagao
refletira diretamente na precisdo da metodologia (ORDONEZ et al, 2016; ONAL,
TEKKELI, ONAL, 2013). Os solventes extratores mais utilizados sdo solugdes
acidas diluidas como cloridrico, perclorico, tricloroacético, dentre outros (SANTOS
et al., 2015; ROMERO-GONZALEZ et al., 2012; TRIKI et al., 2012; SIROCCHI et

al., 2014). A limpeza dos extratos baseadas em técnicas que utilizam quantidade
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reduzida de solventes como micro extragao liquido-liquido (ALMEIDA et al., 2012,
TODOROKI et al, 2014), QUEChERS (JIANG et al. 2016; DONG; XIAO, 2017),
extragcdo em fase solida (GIANOTTI et al. 2008, SIROCCHI et al., 2014) tem sido
largamente utilizada e tem a vantagem de ser efetiva a um custo relativamente

baixo.

Técnicas de separagao e de detecgao

Diversas técnicas de separagdo, tais como cromatografia a gas,
cromatografia liquida, eletroforese capilar, dentre outras tém sido empregadas
para separagao e quantificacdo das aminas biogénicas. Embora a cromatografia
liguida em fase reversa seja a mais utilizada, coluna de interagao hidrofilica
(HILIC) tem sido introduzida com grandes vantagens. Devido as aminas
biogénicas absorverem fracamente no ultravioleta e nao possuirem fluorescéncia,
€ necessario que seja realizada reagdo de derivatizagdo para aumentar a
sensibilidade e seletividade do método. Essa reacido pode ser realizada antes ou
depois da separagao na coluna cromatografica e os reagentes mais utilizados sao
o o-ftaldialdeido (OPA) e o cloreto de dansila e com menor utilizagdo o cloreto de
benzoila, fluorescamina, cloreto de dabsila, dentre outros (ONAL, TEKKELI,
ONAL, 2013). Recentemente, a espectrometria de massas tem sido empregada
em analises de aminas biogénicas, com e sem derivatizagdo, em diversas
matrizes (DANG et al., 2013; VINCI et al., 2011; LEE et al., 2011). O beneficio de
se derivatizar as aminas biogénicas para detec¢cdo por massas €, principalmente,
o aumento da intensidade no sinal e a ionizacdo das moléculas das aminas
biogénicas derivatizadas € mais efetiva (LEE et al., 2011; ERIM, 2013). Embora
exista a vantagem da ionizagcdo das moléculas ser mais eficaz, a etapa de
derivatizagao eleva o tempo da analise, 0 que € uma desvantagem para analises
de rotina.

Em um estudo comparativo entre deteccao no ultravioleta (HPLC-UV)
com derivatizagdo e espectrometria de massas (LC-MS) sem derivatizagao foi
demonstrado que o método LC-ESI-MS teve a sensibilidade significativamente
melhor com limites de detecgdo bem menores que os obtidos por HPLC-UV, além
de melhor exatiddo e menor tempo de anadlise (VINCI et al., 2011). Para

determinagcdo de histamina em pescados, a metodologia HILIC acoplada a
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espectrometria de massas teve um desempenho superior com exatiddao e
sensibilidade adequadas e tempo de analise muito inferior ao método com

deteccao por fluorescéncia, que utiliza derivatizacdo (YOSHIDA et al.,2012).

Limites de detecgcao

Os limites de deteccao reportados na literatura variam de acordo com a
técnica de detecgao utilizada e do tipo de matriz.

Em estudo realizado Alves et al (2017) foram analisadas oito aminas
biogénicas em amostras de linguicas fermentadas e os autores utilizaram
cromatografia liquida de alta eficiéncia com detecgéo por ultravioleta e reagao de
derivatizagcao com cloreto de dansila o limite de deteccéo ficou entre 0,45 e 0,85
mg Kg™.

No trabalho de Sirocchi et al. (2014) foram analisadas dez aminas
biogénicas em amostras de carne e a deteccdo e quantificacdo foi por
espectrometria de massas. Foram comparados dois tipos de analisadores (ion
trap e triplo quadrupolo) e os resultados obtidos no triplo quadrupolo
apresentaram melhor seletividade e sensibilidade em relacdo ao ion trap. Os
limites de deteccdo variaram de 0,03 a 0,3 mg L™ e 0,002 a 0,1 mg L™ para ion
trap e triplo quadrupolo, respectivamente, possibilitando o controle de qualidade
de carnes através dos indices baseados nas concentragdes de algumas aminas
biogénicas (SIROCCHI et al., 2014).

Uma metodologia para analise de nove aminas biogénicas em carne
suina fresca, embutido fermentado e salsicha baseada em separacéo por troca
ibnica e derivatizagdo pods-coluna com deteccdo por fluorescéncia apresentou
limites de detecc&o entre 0,03 e 0,10 mg mL™" (TRIKI et al., 2012).

O estudo realizado por Saccani et al. (2005) para avaliagdo de aminas
biogénicas em carnes frescas e produtos carneos apresentou faixa de linearidade
entre 0,25 e 25 g mL™" e os limites de deteccdo variaram entre 9 e 34 g L™ para
agmatina e espermidina, respectivamente. Essa metodologia utilizou detector de
massas e para as amostras de carne as recuperacoes ficaram entre 85 e 97%

enquanto a preciséao ficou entre 4,5 e 9,7%.
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Validacao de métodos

Para que possamos garantir que as caracteristicas de desempenho de
um método sejam alcangadas e para demonstrar que o procedimento utilizado é
apropriado, é realizado um conjunto de verificagdes chamado de validagéo. Varios
organismos reguladores internacionais e nacionais definem o termo validagao. A
ANVISA, no guia para validagao de métodos analiticos e bioanaliticos, preconiza
que “o objetivo de uma validagcado é demonstrar que o método é apropriado para a
finalidade pretendida” e que “a validagdo deve garantir, por meio de estudos
experimentais, que o método atenda as exigéncias das aplicagbes analiticas,
assegurando a confiabilidade dos resultados” (ANVISA, 2003). O documento
orientativo do INMETRO engloba definicdes de varias normas, dentre elas a
ABNT NBR ISO/IEC 17025 e VIM (Vocabulario Internacional de Metrologia) e
exprime que a validagdo tem como objetivo a confirmacéo de que os métodos sao
apropriados para o uso pretendido (INMETRO, 2016). Independente do
documento, os guias recomendam que a metodologia seja validada com base nos
seguintes parametros: linearidade, limite de deteccao, limite de quantificacao,
especificidade, sensibilidade, recuperagao, exatiddo e precisdo (INMETRO, 2016;
DG-SANTE, 2016; THOMPSON et al., 2002).

4, MATERIAL E METODOS

MATERIAL

Amostras

As amostras estudadas foram adquiridas ao acaso em supermercados da
regiao de Campinas-SP. Foram avaliadas 23 amostras de mortadelas de baixo
custo provenientes de 16 fabricantes distintos. As amostras foram analisadas na
data final da validade descrita no rétulo, que corresponde a 60 dias da data de
fabricacdo. No periodo entre a aquisicdo e a analise essas amostras foram
armazenadas em camara a temperatura de 25 £ 2°C. Na ocasido da analise, as
amostras foram trituradas até completa homogeneizacdo utilizando-se um

processador de alimentos doméstico e entdo imediatamente analisadas.
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Reagentes e solugées

Os padrdes analiticos, todos com pureza superior a 99% e na forma de
sais cloridratos, cadaverina, espermina, espermidina, histamina e putrescina
foram adquiridos da Sigma-Aldrich. Foram preparadas solugdes padrbes estoque
individuais na concentragdo 1 mg L em acido cloridrico 0,1M. As solucdes
padrao de trabalho foram obtidas por diluicdo adequada em agua purificada pelo
sistema Milli-Q ® (Millipore).

Os reagentes cloreto de dansila, L-prolina, bicarbonato de sédio, acetato de
amoénio e os acidos cloridrico, perclorico, tricloroacético, pentafluoropropiénico
(PFPA) e formico utilizados foram de grau analitico. Acetonitrila e metanol de grau
cromatografico foram utilizados para o preparo das fases moveis e, assim como
os extratos das amostras, foram filtrados através de membranas com poro de

0,22 uym (Millipore). A agua ultrapura foi obtida em sistema Milli-Q ® (Millipore).

Equipamentos

O equipamento utilizado para a determinagdo das aminas biogénicas em
mortadelas foi um cromatografo de ultra eficiéncia, modelo Acquity TM, Waters
(USA), equipado com sistema de bombeamento quaternario, injetor automatico e
acoplado a um espectrémetro de massas tipo triploquadrupolo com interface por
eletrospray (UPLC-ESI-MS/MS) modelo Xevo® TQD, Waters (USA). O sistema foi
controlado pelo software MassLynx, que também administrou o sistema de
aquisicdo e tratamento de dados. A separagdo das aminas biogénicas foi
realizada em uma coluna cromatografica hibrida de fase reversa Acquity
UPLC®BEH (ethylene bridged hybrid) C-18 (100 mmx 2,1 mm, 1,7 ym) da marca
Waters.

Foram utilizados equipamentos de uso comum em laboratério: balangas
(analitica e semi analitica), banho ultrassénico, centrifuga com refrigeragao,

purificador de agua MilliQ®, medidor de atividade de agua e potenciémetro.
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METODOS

Ensaios preliminares para adequacdo das condicées de separagao e

deteccao das aminas biogénicas derivatizadas

Foram realizados testes para separacdo e deteccdo das aminas
biogénicas derivatizadas. Os padrbes de putrescina, cadaverina, histamina,
espermidina e espermina foram derivatizados com o reagente cloreto de dansila
de acordo com o método preconizado pelo Ministério da Agricultura, Pecuaria e
Abastecimento (MAPA, 2011). Para tanto foram pipetadas aliquotas adequadas
de cada padréao na concentragcéo de 1 mg L para tubo de 15 mL, completou-se o
volume para 10 mL com &cido perclérico 0,2 M e foi realizada agitagdo em vortex
por 30 segundos. Foram retirados 0,2 mL dessa mistura e adicionou-se 0,4 mL de
solucao saturada de bicarbonato de sbédio. Homogeneizou-se o conteudo e
adicionou-se 0,8mL da solucdo de cloreto de dansila (10 mg L™”). O extrato foi
novamente agitado e aquecido por 5 minutos em banho a 60°C ao abrigo da luz.
Adicionou-se 200 pL de L-prolina (0,1 mg L") e agitou-se a solugdo que foi
mantida ao abrigo da luz durante 30 minutos. Em seguida adicionou-se 1 mL de
tolueno e agitou-se por 1 minuto. A solugdo foi centrifugada e filtrada em
membrana 0,22 um (Millipore) para posterior injecdo no espectrdmetro de
massas.

A fim de determinar os parametros de ionizagao de cada amina biogénica,
foram realizadas infusbes direta e individual, no espectrobmetro de massas, de
cada padrdo derivatizado. Para obtencdo das massas/carga (m/z) dos ions
precursores e dos ions produto, bem como os melhores parametros de ionizagao
de cada composto como voltagem do cone e energias de colisdo, foi utilizado
monitoramento de reacao selecionada (SRM — Select Reaction Monitoring), onde
os dados sao adquiridos somente para os ions produto especificos produzidos por
ions precursores de m/z selecionados em um estagio prévio no espectrometro de
massas (VESSECCHI, 2011).

Para avaliar a separagéo cromatografica adequada das aminas biogénicas
derivatizadas foram testadas fases méveis descritas na literatura e compostas por
metanol + agua (50:50), acetonitrila + agua (50:50) em condi¢bes isocraticas.

Também foram testados gradientes contendo acetonitrila + acetato de amonio 20
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mM acidificado com 0,1 % de acido férmico e pH 3,5 ajustado com acido acético e
gradientes de acetonitrila e agua. Os testes foram realizados injetando-se solugao

padrao contendo todas as aminas biogénicas estudadas nesse trabalho.

Adequacao das condigcbes cromatograficas para analise das aminas

biogénicas nao derivatizadas

Tendo em vista a simplificagcdo da metodologia foram realizados testes
com as moléculas sem derivatizacdo. As massas dos ions moleculares das
aminas biogénicas ndo derivatizadas, assim como as condigdes de deteccdo e
fragmentacdo de cada uma das aminas estudadas, também foram determinadas
através do procedimento de infusdo direta e monitoramento de reagao
selecionada (SRM — Select Reaction Monitoring).

Os testes para separacado das aminas biogénicas nao derivatizadas foram
baseados no trabalho de Hakkinen et al (2007) que utiliza fase mével adicionada
do reagente modificador idnico acido pentafluoropropiénico (PFPA) 0,1%.

A separacao das aminas biogénicas foi realizada em sistema UPLC-ESI-
MS/MS com coluna cromatografica Acquity UPLC® BEH C-18. A fase movel foi
composta por acetonitrila e agua ultrapura contendo PFPA 0,1% e vazao de 0,35
mL min™". Foi utilizado gradiente composto inicialmente por 100 % da fase aquosa
contendo PFPA 0,1%. Esse gradiente esta apresentado na Tabela 5. O término
da corrida cromatografica se deu em 4,5 minutos e o sistema nao necessitou de
reequilibrio. A coluna foi mantida a temperatura de 25°C, o injetor a 15°C e o
volume de injegao foi de 2 pL. As condigbes para o espectrOmetro de massas
foram: nitrogénio como gas de dessolvatacdo, com fluxo de 700 L h' e

temperatura de 600 °C, e argbnio como gas de colisao.
VALIDAGAO DA METODOLOGIA

A metodologia foi validada, tomando-se como base os requisitos do
documento orientativo do INMETRO DOQ-CGCRE-008 revisdo 5, do guia para
validagao de métodos analiticos e bioanaliticos - RE 899 da ANVISA e do manual
de garantia da qualidade analitica do MAPA (BRASIL, 2015(a)).
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Para validagdo do método foram avaliados os parametros seletividade,

linearidade, precisao, exatidao, limite de deteccao e limite de quantificacao.

Linearidade / Efeito matriz

A linearidade de um procedimento corresponde a habilidade do método
em fornecer resultados diretamente proporcionais a concentracdo do analito na
amostra (INMETRO, 2016).

O efeito matriz pode ser definido como o fenbmeno observado que pode
causar um aumento ou diminuicdo da resposta do detector para um analito
presente no extrato da amostra comparado ao mesmo analito em solvente
organico (THOMPSON et al, 2002; INMETRO, 2016).

A linearidade foi avaliada com a construcédo de trés curvas de calibracao
em extrato de amostra (curva na matriz) e em HCI 0,01 M (curva no solvente). As
faixas lineares estudadas foram: 0,02 a 2,0; 0,02 a 1,0; 0,02 a 2,5; 0,25 a 7,0 e
2,5a7,0mg L para putrescina, cadaverina, histamina, espermidina e espermina,
respectivamente.

A linearidade do método foi avaliada a partir da equacédo da regressao
linear determinada pelo método dos minimos quadrados ordinarios. O coeficiente
de correlagao linear (r) foi usado como parametro para avaliar a adequacgao da
reta como modelo matematico (ANVISA, 2003).

A avaliacdo do efeito matriz foi realizada através da comparagdo dos
coeficientes angulares das duas curvas analiticas de cada analito, teste F e teste
t. Para o Teste F, considerou-se que se o valor de F calculado era menor que o
valor de F tabelado, ndo existia diferenca significativa entre as variancias
residuais e que as mesmas eram iguais. Neste caso, a matriz ndo teria efeito
sobre a precisdo do método na faixa de estudo avaliada. Ja o teste t foi aplicado
apods calculo do desvio padrao agrupado, considerando que se o valor de t
calculado fosse menor que o valor de t tabelado, a matriz nao afetaria o ensaio.
(INMETRO, 2016; THOMPSON et al, 2002).
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Recuperacao (exatidao)

A exatidao do método foi avaliada através de estudos de recuperacao, em
trés replicatas, realizado através de adicao de padrdo em amostra de mortadela
antes da extragdo dos analitos. Os niveis estudados foram 0,2; 5,0 e 30 mg kg
para putrescina e cadaverina, ja para histamina, espermidina e espermina 0s

niveis foram 0,2; 5,0 e 50 mg kg™.

Precisao

A preciséo sob condi¢ao de repetitividade foi avaliada através de ensaios
de recuperagédo, em 3 concentracdes diferentes, 5 replicatas sob as mesmas

condi¢des, no mesmo dia.

Seletividade

A seletividade foi considerada qualitativamente pela observacdo dos
cromatogramas de determinada amostra comparando-se com a mesma amostra
fortificada com padrées das aminas analisadas e com os padrbées em solvente
(ANVISA, 2003).

Limite de detecgéao (LD)

O limite de detecgao foi determinado por percepc¢ao visual, através da
analise de amostras com concentragdes conhecidas de analito que podiam ser

detectadas com confianca.

Limite de quantificagao (LQ)

O limite de quantificacao foi estabelecido pelo menor nivel de fortificacao

onde se obteve exatidao adequada.
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Adequacao das condigcées para extragcdo das aminas biogénicas nas

mortadelas

Com o objetivo de simplificar ao maximo a extragdo e o procedimento
para limpeza dos extratos foram realizados testes baseados no método
preconizado pelo MAPA (2011) e em métodos reportados na literatura (SANTOS
et al., 2015; ROMERO-GONZALEZ et al., 2012; TRIKI et al., 2012; SIROCCHI et
al., 2014). As aminas biogénicas sao facilmente extraidas de produtos carneos
com solucdes de acidos devido ao seu carater basico. A fim de se obter uma
extracao eficiente e extratos livres de interferentes, foram testadas as solucdes de
acidos perclorico 0,2 M, cloridrico 0,1 M e tricloroacético 5%. Também foram
avaliadas diversas propor¢des entre massa de amostra e volume de solugéo
extratora (1:5, 1:10 e 1:20) descritos na literatura. A escolha foi feita baseada em

caracteristicas dos picos cromatograficos.

Analise de aminas biogénicas em amostras de mortadela

As amostras coletadas nos supermercados de Campinas — SP foram
analisadas, em triplicata, para quantificagado de putrescina, cadaverina, histamina,
espermina e espermidina e o procedimento utilizado esta descrito a seguir:

Em tubo de centrifuga de 50 mL pesou-se 1,00 g de amostra
recentemente homogeneizada e adicionou-se 10 mL de solugdo aquosa de acido
tricloroacético 5%. O tubo foi agitado em vortex por 2 minutos e em seguida
centrifugado por 15 minutos a 5500 g em temperatura de 4°C. Uma aliquota de
aproximadamente 1 mL do sobrenadante foi filtrada em membrana 0,22uym e

transferido para frasco ambar para posterior injecédo no UPLC.

Atividade de agua, pH e analises microbiolégicas em amostras de mortadela

Para verificar o atendimento ao oficio circular do MAPA (BRASIL, 2015(b))
em relacao a atividade de agua (Aw), as amostras também foram analisadas para
esse parametro. Foi utilizado o equipamento AqualLab 4TE, que tem por principio

a técnica do ponto de orvalho, onde a pressao de vapor da amostra é equilibrada
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com a umidade relativa do ar da camara e detectada pela condensacao do vapor
no espelho da camara fechada.

Também foram realizadas a contagem de bactérias mesdéfilas aerdbias e
anaerodbias (SALFINGER & TORTORELLO, 2015), enterobactérias (KORNACKI
et al., 2015) e bactérias laticas (ISO 15214:1998), além da medida do pH em

potencidmetro por insercao direta do eletrodo na amostra.

5. RESULTADOS E DISCUSSAO

Ensaios preliminares para adequacao das condicées de separacao e

deteccdo das aminas biogénicas derivatizadas

A metodologia utilizada para derivatizar as aminas biogénicas mostrou-se
adequada. As condicdes de aquisicdo obtidas da infusdo dos padrées no
espectrdmetro de massas para as aminas derivatizadas com cloreto de dansila
estdo apresentadas na Tabela 1. Nessas condicoes foram obtidos um ion
precursor e dois ions produto especificos para cada amina biogénica analisada,
em diferentes tempos de retencéo, possibilitando a confirmagao da identificagcao
desses analitos e sua quantificacdo através da aplicacdo do monitoramento de
reagcdes multiplas (MRM), no qual o monitoramento de reacéo é selecionado para
multiplos ions produto provenientes de um ou mais ions precursores
(VESSECCHI, 2011).

Tabela 1 - Parametros da deteccao das AB derivatizadas com cloreto de
dansila

lon Energia fon Energia Energia ion Energia Energia

Amina tr
Biogénica min

precursor Capilar produto1 cone Colisdo produto2 Cone Colisao

m/z kV m/z \' \' m/z \' \'
Putrescina 3,49 555,50 3,50 170,10 50,00 40 234,10 50,00 30,00
Cadaverina 3,50 569,50 3,50 170,20 50,00 37 234,20 50,00 31,00
Histamina 3,56 578,50 3,50 170,10 50,00 30 234,10 50,00 30,00
Espermidina 4,09 845,70 3,50 170,10 50,00 50 360,30 55,00 45,00
Espermina 4,54  1135,90 3,50 170,10 80,00 100 360,40 80,00 90,00

tr: tempo de retengdo; m/z: relagdo massal/carga; V: volts
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Com os parametros de deteccao definidos, os testes para separagao
cromatografica das AB foram iniciados. As fases acetonitrila + agua e metanol +
agua em sistema isocratico ndo foram adequadas, pois houve co-eluicdo das
aminas, acarretando em sobreposi¢cdes de picos, o que impossibilitou uma
identificacdo adequada.

Ja os gradientes testados para a fase moével acetonitrila + acetato de
amoénio 20 mM apresentaram melhor desempenho, possibilitando a identificacao e
quantificacdo dos analitos. O gradiente com adicdo de 0,1% de acido férmico
baseado no trabalho de Lee et. al (2011), e descrito na Tabela 2, proporcionou
melhor resolugdo dos compostos, porém os picos da putrescina, cadaverina e

histamina ndo apresentaram resolucdo adequada.

Tabela 2. Gradiente da fase moével para a separagao das aminas biogénicas
derivatizadas

Tempo (minuto) Acetato de aménio 20mM Acetonitrila
em &cido formico 0,1% (%) em &cido formico 0,1% (%)
0 70 30
3,5 0 100
5,0 0 100
5,5 70 30

Também foi testada a conversédo do gradiente do método preconizado pelo
MAPA (BRASIL, 2011), e desenvolvido para analise em cromatografia liquida de
alta eficiéncia, para coluna de ultra eficiéncia. Essa adaptagdo do método foi feita
através do programa Acquity Columns Calculator (Waters), que converte o
gradiente dos métodos que utilizam HPLC para utilizagdo em UPLC. O gradiente
resultante dessa adequacdo e alteracdo onde as 2 fases moéveis foram
adicionadas de 0,1% de acido férmico, estdo apresentados na Tabela 3. Nesse
experimento o injetor automatico e a coluna cromatografica foram mantidos a 25 e
40°C, respectivamente. Nessas condicbes e com vazado da fase mével de 0,2

mLmin™" foi obtida melhor resolugcao do que o teste anterior.
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Tabela 3. Gradiente da fase moével para a separagao das aminas biogénicas
apos uso do programa “Acquity Columns Calculator”

Tempo (minuto) Agua com 0,1% Acetonitrila com 0,1%
acido férmico (%) acido férmico (%)

0 40 60
2,7 25 75
4,3 25 75
6,0 5 95
6,5 5 95
7,0 40 60

Os cromatogramas MRM resultantes dos testes com as fases moveis e

gradientes descritos nas tabelas 2 e 3 estdo apresentados na Figura 4.
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Figura 4 — Cromatogramas MRM referentes as cinco aminas biogénicas analisadas
utilizando fases moéveis agua e acetonitrila: (A) gradiente descrito na Tabela 2 e (B)
gradiente descrito na Tabela 3.

Método para aminas biogénicas nao derivatizadas

As condigdes de aquisicdo obtidas da infusdo dos padrbes no

espectrometro de massas para as aminas nao derivatizadas estao apresentadas
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na Tabela 4. Nessas condi¢gbes foram monitorados um ion precursor e dois ions
produto especificos para cada amina biogénica analisada. Os parametros
encontrados sdo concordantes, entre outros autores, com os obtidos por Romero-
Gonzalez (2012), Gianotti (2008), Sagratini (2013) e Sirocchi (2014).

Tabela 4. Parametros da detecgcao das AB nao derivatizadas

. ¢ lon Energia ion Energia Energia ion Energia Energia
BiAogg:iaca (m?n) precursor Capilar produto 1 cone Colisdao produto2 Cone Colisdao
m/z kV m/z \' Vv m/z \' Vv
Putrescina 1,4 89,2 0,3 72,0 15,0 8,0 48,0 15,0 5,0
Cadaverina 1,8 103,1 0,3 86,1 15,0 9,0 69,0 15,0 15,0
Histamina 1,9 112,1 0,3 95,0 23,0 14,0 83,0 23,0 13,0
Espermidina 2,8 146,1 0,3 72,0 23,0 15,0 112,0 23,0 13,0
Espermina 3,3 203,2 0,3 129,1 23,0 12,0 112,1 23,0 18,0

tr: tempo de retengéo; m/z: massal/carga; V: voltagem

Em relagdo a separagao cromatografica, as metodologias disponiveis na
literatura indicam que as melhores colunas para separagdao das AB nao
derivatizadas em matrizes alimenticias sdo as de interacdo hidrofilica (HILIC)
devido a polaridade das moléculas. Em estudo sobre metabolismo de poliaminas,
Hakkinen et al. (2007) descrevem a utilizacdo de fase mével com modificadores
ibnicos para a separagao de AB nao derivatizadas e separacdo em coluna C18.
Nesse trabalho foram utilizados como modificadores ibnicos, entre outros, acido
pentafluoropropiénico (PFPA) e acido heptafluorobutirico (HFBA, 99%). Com a
utilizacdo do modificador HFBA na fase movel, foi possivel observar melhora na

resolugao.

Tabela 5. Gradiente da fase moével para a separagao das aminas biogénicas
nao derivatizadas utilizando modificador iénico

Tempo (minuto) Agua com 0,1% PFPA (%) Acetonitrila com 0,1% PFPA (%)
1,0 100 0
2,0 70 30
3,5 80 20
4,2 100 0
4,5 100 0
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A adicao do reagente modificador volatil acido pentafluoropropiénico
(PFPA), nas fases modveis usadas na analise das aminas biogénicas sem
derivatizagao possibilitou resolugao satisfatoria das aminas biogénicas em coluna
C18, mesmo sendo estes compostos muito polares (Figura 5). O uso de
reagentes “pareadores de ions” é citado por Vince (2011) com intengcdo de
promover a separagdo adequada de moléculas polares, como as aminas
biogénicas, por cromatografia liquida de fase reversa em coluna C18. Esses
reagentes aumentam a interagdo entre as cargas positivas das aminas e as
cargas negativas da coluna e tém como requisito serem volateis e permitirem
retencdo suficiente para separagcdo, com minima concentragdo para evitar

supressao de sinal.
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Figura 5 — Cromatograma (TIC) das cinco aminas biogénicas analisadas utilizando fases
moveis agua e acetonitrila adicionadas do modificador ibnico PFPA.

Os cromatogramas que mostram, separadamente, cada um dos ions
produto da fragmentagdo das aminas biogénicas analisadas podem ser
observados na figura 6. Nos cromatogramas a direita estao as transi¢oées “quanti”,
utilizadas para a quantificacdo dos analitos, pois sdo os ions mais abundantes da
fragmentacdo. A esquerda estdo apresentadas as transicdes “quali”, utilizadas
para confirmacao dos compostos. Somente um ion produto foi determinado para a
putrescina devido a apresentar a menor massa molecular entre as aminas

avaliadas e, por isso, ser menos fragmentada.

29



Am 579 310ml 17-08

Am 579 3 10ml 17-08

17-Aug-2017 13:42:59Am 579 3 10ml 17-08

MRM of 9 Channels ES+ Am 579 3 10ml 17-08
203.2 > 112.1 (Espermina s/ derivatizar (quali))

17-Aug-2017 13:42:59

MRM of 9 Channels ES+
203.2 > 129.1 (Espermina s/ derivatizar (quant))

1007 1.42¢7 100 1.37e7
2 R
G 1 1 1 1 T O 1 1 1 1 T
1.00 2.00 3.00 4.00 5.00 1.00 2.00 3.00 4.00 5.00
Am 579 3 10ml 17-08 MRM of 9 Channels ES+ Am 579 3 10ml 17-08 MRM of 9 Channels ES+
146.1 > 112.2 (Espermidina s/ derivatizar (quali)) 100+ 146.1 > 72.2 (Espermidina s/ derivatizar (quant))
1007 6.48¢5 26266
By B
0 1 1 1 1 T 0 T T T T T T
1.00 2.00 3.00 4.00 5.00 1.00 2.00 3.00 4.00 5.00
Am 579 3 10ml 17-08 MRM of 9 Channels ES+ Am 579 3 10ml 17-08 MRM of 9 Channels ES+
1.38 112.1 > 83 (Histamina s/ deriv (quali)) 100+ 1.38 112.1 > 95 (Histamina s/deriv (quant))
1007 6.88e4 9.98¢5
B3 B
0 T T T T T T 0 T T T T T T
1.00 2.00 3.00 4.00 5.00 1.00 2.00 3.00 4.00 5.00
Am 579 3 10ml 17-08 MRM of 9 Channels ES+ Am 579 3 10ml 17-08 MRM of 9 Channels ES+
1.27 103.1 > 69 (Cadaverina s/ deriv (quali)) 100 1.27 103.1 > 86.1 (Cadaverina s/ deriv (quant))
1007 3.51e4 ] 5.2665
B3 ES
1.00 2.00 3.00 4.00 5.00 1.00 2.00 3.00 4.00 5.00
Am 579 3 10ml 17-08 MRM of 9 Channels ES+ Am 579 3 10ml 17-08 MRM of 9 Channels ES+
1.06 89.2 > 72 (Putrescina s/ deriv (quant)) 1 1.06 89.2 > 72 (Putrescina s/ deriv (quant))
1007 7.62e5 1007 7.62e5
B3 B
1,12 1,12
/ /
e Tins 0 - - - - - - Time
1.00 2.00 3.00 4.00 5.00 1.00 2.00 3.00 4.00 5.00

Figura 6 — Cromatogramas MRM dos ions produto utilizados para quantificagcdo e

confirmacao das aminas biogénicas analisadas

Condig¢bes de extragao

Através da comparacdo dos cromatogramas obtidos na extragdo das
aminas biogénicas de amostras de mortadela com as trés solugbes acidas
testadas (figura 7), observou-se que o melhor resultado foi alcangado com o acido

tricloroacético a 5% por apresentar linha de base mais limpa e sem interferentes

nos tempos de retencédo dos analitos avaliados.
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Figura 7 — Cromatogramas de amostras extraidas com os acidos testados: acido
cloridrico 0,6 M (A), acido tricloroacético 5% (B) e acido perclérico 0,1 M (C). Fases
moveis agua e ACN adicionadas de 0,1% de PFPA.

Validagao do método para aminas biogénicas nao derivatizadas

Na comparagao dos cromatogramas obtidos para as amostras com os
cromatogramas do padrdo em solvente e da amostra fortificada, nao foram
observados compostos com picos coincidentes e nem picos de interferentes.
Através do espectro de massas (Figura 8) foi possivel confirmar a identidade dos

compostos de cada pico demostrando assim uma seletividade adequada.
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Figura 8 — Espectro de massas da mistura de padrées das aminas nao derivatizadas.

O efeito matriz foi avaliado através de analise estatistica, com aplicagao
do teste F e teste t, de acordo com o manual de qualidade analitica do MAPA
(BRASIL, 2015a). Essa analise indicou que existe efeito matriz para putrescina,
espermina e espermidina e ndo ha efeito matriz para a cadaverina e a histamina.
Sendo assim, a curva de calibragdo foi preparada em extrato de amostra. Na
figura 9 sdo apresentados os cromatogramas de uma amostra de mortadela, de

padroes em solvente e padrbées em matriz.
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Figura 9 - Cromatogramas referentes a: amostra de mortadela (A), padrées em solvente
(B) e padrdoes em matriz (C).

Como nao ha amostra “branca” disponivel, as curvas foram feitas em
extrato de amostras, que contém concentragcdes variaveis para cada uma das 5
aminas biogénicas analisadas, e as areas referentes a amostra que gerou o
extrato foram descontadas das areas de cada ponto da curva. A auséncia de
amostra “branca” também dificultou a determinagéo do limite de detecgéo através
de calculos, pois as concentragcdes das aminas nas amostras interferem nos

valores obtidos.

A exatiddo do método, avaliada através da recuperacéo, apresentou os
valores listados na tabela 6, que podem ser considerados satisfatorios
comparados a faixa recomendada no documento orientativo do INMETRO (2016)
que é de 80% a 110%.
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A precisao, estimada pelos valores dos coeficientes de variagdo (CV) das
mesmas amostras fortificadas utilizadas para o calculo da recuperagao, também
foi considerada satisfatoria, pois ficaram entre 1,1 e 3,9 %, menores do que os
critérios de aceitagdo da precisdo apresentados no documento orientativo do
INMETRO (2016), que é de 7,3 a 11%.

Os coeficientes de correlagao linear (r) das curvas analitica apresentaram
valores entre 0,993 e 0,998, valores superiores ao indicado pelo guia para
validagdo de métodos analiticos e bioanaliticos - RE 899 de 29/05/2003 (BRASIL,
2003), que € de 0,99, e indicando uma linearidade adequada para as faixas de
concentracdes estudadas.

As faixas de linearidade e os limites de quantificacado (LQ) variaram entre
as aminas biogénicas analisadas conforme descrito na tabela 6. O limite de
detecgéo (LD) foi estabelecido em 0,04 mg kg™.

Tabela 6 — Resultados de validagao do método para determinagao de aminas
biogénicas em mortadelas com adicdo de padrao em trés niveis
(recuperacao, repetitividade, limite de deteccao (LD) e Ilimite de
quantificacao (LQ)).

_Amjn_a Nivel ge adigéo_ge Recu(;))en;agéo CV (%) LD . Faixa Iir]1ear Coeficierlte de
biogénica padréo (mg kg™) (%) (mgkg™) (mgLl™) correlagao (r)
0,2 100,9 3,9
Putrescina 5,0 108,6 3,4 0,04 0,02a2,0 0,993
30,0 98,8 0,8
0,2 99,8 5,6
Cadaverina 5,0 100,9 1,4 0,04 0,02a1,0 0,997
30,0 98,2 0,4
0,2 107,1 1,8
Histamina 5,0 102,8 1,0 0,04 0,02a2,5 0,996
50,0 109,9 2,5
2,0 114,1 2,2
Espermidina 10,0 109,0 3,1 0,04 0,25a7,0 0,997
50,0 105,9 1,4
20 99,3 2,7
Espermina 10,0 96,7 4,4 0,04 25a7,0 0,994
50,0 106,1 0,8

" CV= coeficiente de variagdo

O limite de detecgcao e de quantificagdo apresentados na tabela 6 estao

abaixo das concentragdes usualmente encontradas em produtos carneos e estao
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de acordo com os valores encontrados na literatura (TRIKI et al, 2012; SIROCCHI
et al, 2014; SAGRATINI et al, 2016)

A reducado no tempo de execugao da analise das cinco aminas biogénicas
€ de aproximadamente 60 %, quando se compara o método estabelecido nesse
estudo, empregando UPLC e sem derivatizagao, que € de aproximadamente 8
horas, com um método tradicional onde é realizada a derivatizagao das aminas e

separagao em HPLC,

Avaliacao de mortadelas de baixo custo

Com pode-se observar na Tabela 7, as concentragbes de putrescina e
cadaverina em todas as amostras foram inferiores a 9,5 mg kg™, enquanto para
histamina os valores atingiram 2,5 mg kg™. Para espermidina os valores variaram
entre 6,5 e 47,9 mg kg™, enquanto para espermina ficaram na faixa de 29,1 a
2351 mg kg™.

Os teores de histamina encontrados nas mortadelas foram muito
inferiores aos limites estabelecidos pela legislagdo com relagédo ao risco a saude,
porém esses valores podem ser utilizados como parametros indicativos das
condigdes de higiene das matérias primas e do processo de fabricagao.

Ndo foram encontrados na literatura resultados de produtos carneos
similares aos analisados nesse trabalho, pois os produtos carneos estaveis a
temperatura ambiente geralmente sdo fermentados e os embutidos cozidos
usualmente sdo armazenados a temperaturas de refrigeragcdo. Mesmo assim, os
resultados obtidos para as mortadelas foram comparaveis aos valores
encontrados para grande parte dos produtos carneos de boa qualidade, no que
diz respeito as aminas biogénicas cadaverina, putrescina, histamina e
espermidina. Ja os valores de espermina encontrados para a maior parte das
mortadelas foram consideravelmente altos quando comparados com dados
disponiveis para carnes frescas e produtos carneos processados. Uma das
causas pode ser uma alta concentracao de espermina nas carnes e miudos
usados como matérias primas desses produtos. De acordo com Giroto (2010)
podem ser encontrados valores de até 473 e 564 mg kg-1 nas carnes frescas de

bovino e suino, respectivamente. Poderia ser considerado também que a maioria
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das aminas biogénicas € estavel em altas temperaturas e em meios acidos, nao
sendo, dessa forma, destruidas durante o aquecimento, congelamento ou em

outras etapas do processamento (SAGRATINI, 2013).

Tabela 7. Teores de aminas biogénicas em mortadelas comerciais de baixo
custo

Mortadela PUT CAD HIS SPD SPM
mg kg mg kg™ mg kg™ mg kg™ mg kg
550 Alote1  281+007  441+017 0,54+0,01 1550+237 36,97 +9,53
737 Alote2  194+006  0,84+0,08 <0,2 2310+0,32 59,47 +1,12
549 B lote 1 1,05 + 0,03 1,58 + 0,04 061+002 1179+0,39 3535+187
640 C lote1 7,90%0,65  2,34+0,18 2,51£011  3489+108 213,04+ 14,43
665Clote2  1,11+003 0,97 +0,03 1,91+0,01  47,89%0,67 22529 + 2,61
579 Clote3  4,93+005  2,11+0,04 1,83+0,02  12,89+0,16 109,05+ 0,77
638D lote1  425+037  2,01+0,13 1,09+0,02  3448+190 174,30 12,25
578 E lote 1 0,23%0,03 0,37 0,03 0,63+0,03  10,48+0,52 75,50 +4,55
554 F lote 1 0,66 £0,05  2,52+0,09 112+0,05  22,25+0,33 97,50 5,63
555G lote1 1,130,112 0,97 +0,01 0,81+0,02 3176+1,04 131,79+8,95
556 Hlote1 0,54 + 0,07 1,32 0,07 1,20+£0,01  3217+1,14 127,31 +1,55
582 | lote 1 1,79+0,06  0,85+0,02 1,76+ 0,06  30,29+0,88 151,99 + 4,29
639 | lote 2 3,70 + 0,06 1,76 £ 0,11 145+0,10 32,70 +2,77 109,05+ 0,77
663 J lote 1 0,26 £0,04 2,37 +0,06 121+001  3347+058 130,88 +5,93
548 | lote 1 2,58+098  9,51%1,81 0,35+0,02  1401+1,12 60,93 +4,39
584 K lote 1 1,17 £0,02 2,21 +0,07 168+0,02  34,01+1,05 189,03 +548
547 M lote1  2,85+0,14 0,70 0,02 097+010  2376+339 5927 + 8,69
583Mlote2  253+007 0,90+ 0,02 226+0,05  4343+150 226,93 540
636 M lote 3 4,64 +0,04 1,79 £ 0,04 1,96+0,00  41,75+2,64 235711£13,24
637 Nlote1  4,41+0,20 1,66 + 0,14 1,63 0,01 37,2+127 187,84 +3,28
662N lote2  0,73+0,09 1,23 0,06 1,79+0,08  41,34+254 168,78 + 8,89
6790 Ilote1  744+026  2,80+0,08 2,03+010  4285+192 23376%+11,58
551 Plote1  201+0,13  0,49+0,02 0,51+0,05  6,49%0,22  29,12%1,76
Médias 2,64 1,99 1,36 28,63 133,40

Resultados expressos pela média e desvio padrao de ftriplicatas; letras maiusculas
representam as marcas. Valores extremos estao em negrito.

No produto carneo embutido “bologna” apresentado, entre outros, no
trabalho de Ruiz-Capillas & Jiménez-Colmenero (2005) e nas mortadelas de
frango analisadas no estudo realizado em 2002 por Silva & Gloria, as
concentragbes das aminas biogénicas, quando comparadas com as mortadelas

avaliadas nesse estudo, foram, em média, iguais para putrescina, similares para e
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cadaverina e histamina, e inferiores em cerca de 50% e 90%, respectivamente,
para espermidina e espermina.

Os resultados dos parametros atividade de agua, pH e as contagens de
bactérias mesofilas aerdbias e anaerdbias, assim como de enterobactérias e
bactérias laticas, que podem ser relevantes na formagao das aminas biogénicas,

estao apresentados na tabela 8, abaixo.

Tabela 8. Determinagées de Aw, pH e contagem de bactérias mesofilas
aerobias e anaerodbias, enterobactérias e bactérias laticas em mortadelas
comerciais de baixo custo

Mortadela Aw pH Mesofilos Mesofilos Bactérias Enterobactérias
aerébios anaerdébios laticas
(logUFC g")  (logUFCg") (log UFC g™ (log UFC g™)

550 A lote 1 0.942+0,001 5,80 + 0,01 1,00 1,00 <1,00 <1,00
737 Alote 2 0,947 +0,001 6,12£0,04 2,88 1,30 <1,00 <1,00
549 B lote 1 0,943+0,001 5,81 0,01 1,00 <1,00 <1,00 <1,00
640 C lote1 0,974%0,001 6,08 0,09 6,15 5,91 <1,00 <1,00
665C lote 2 0,976 £0,005 6,26 + 0,01 6,15 5,90 <1,00 <1,00
579 C lote 3 0,969 £0,001 6,06 + 0,01 5,51 8,08 <1,00 <1,00
638D lote1 0,954 +0,001 6,08 +0,05 5,15 <1,00 <1,00 <1,00
578 E lote 1 0,948 +0,001 6,37 + 0,01 1,30 <1,00 <1,00 <1,00
554 F lote 1 0,943+0,001 5,78 +0,01 1,70 <1,00 <1,00 <1,00
555G lote 1 0,956 +0,002 5,92 + 0,00 <1,00 <1,00 <1,00 <1,00
556 H lote 1 0,954 0,001 5,95 + 0,01 1,48 <1,00 <1,00 <1,00
582 | lote1 0,949+0,001 6,13+ 0,01 <1,00 <1,00 <1,00 <1,00
639 1 lote 2 0,950 +0,001 6,10 + 0,02 6,04 3,85 <1,00 <1,00
548 Jlote 1 0.953+0,001 5,96 + 0,02 1,30 <1,00 <1,00 <1,00
663 K lote 1 0,949+0,002 6,07 0,01 1,48 <1,00 <1,00 <1,00
584 Llote 1 0.945+0,001 6,07 % 0,01 <1,00 <1,00 <1,00 <1,00
547 M lote 1 0.943+0,001 5,86 +0,03 1,48 <1,00 <1,00 <1,00
583 M lote 2 0,947 £0,001 6,10 + 0,01 1,90 <1,00 <1,00 <1,00
636 M lote 3 0,947 +0,001 6,10 + 0,04 2,56 <1,00 <1,00 <1,00
637 Nlote1 0,951+0,001 6,06 +0,04 5,49 <1,00 <1,00 <1,00
662 N lote 2 0,957 £0,001 6,20 + 0,01 <1,00 <1,00 <1,00 <1,00
6790 lote 1 0,972%0,001 6,13 0,01 6,41 6,71 <1,00 <1,00
551 P lote 1 0,950 +0,001 5,82+ 0,01 <1,00 <1,00 <1,00 <1,00
Resultados de Aw e pH pela média e desvio padrdo de triplicatas; letras mailusculas

representam as marcas.
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Por se tratar de produtos carneos cozidos, as contagens de bactérias
mesdfilas aerdbias e anaerdbias encontradas nas mortadelas indicam,
respectivamente, a presenca de esporos de Bacillus sp. e Clostridium sp., nas
matérias primas utilizadas.

Em seis amostras de mortadelas foram encontradas contagens de
mesofilos anaerdbios superiores a 1,0 log UFC/g. Quatro delas apresentaram
atividade de agua acima de 0,955, que é o limite estabelecido pelo MAPA no
Oficio-Circular n° 005/2015/CGI/DIPOA/SDA (BRASIL, 2015 (b)) como um dos
requisitos que garantem a seguranga das mortadelas conservadas em
temperatura ambiente e devem ser cumpridos pelos fabricantes para registro
desse tipo de produto. Nas outras duas amostras, que apresentaram atividade de
agua abaixo de 0,955, existe um indicativo de que a germinagcdo de esporos
presentes nas matérias primas foi parcialmente inibida. O que nao ocorreu nas
mortadelas com valores de atividade de agua proximos a 0,97.

Em todas as amostras avaliadas foram encontradas contagens de
enterobactérias e bactérias laticas menores que 1,0 log UFC g™, o que indica que
o tratamento térmico que faz parte do processamento foi eficaz.

Ndo foi observada relacdo direta dos resultados das analises
microbiolégicas com as concentragbes de aminas biogénicas encontradas nas
mortadelas avaliadas. Existem dificuldades para que uma relagao entre aminas
biogénicas e contagens microbioldgicas seja estabelecida seguramente, pois as
enzimas aminoacido-descarboxilases possuem capacidade de apresentar
diferentes composi¢des dependendo das espécies bacterianas que as produzem

e das condicdes em que essas bactérias se desenvolvem.

6. CONCLUSOES

Uma metodologia para analise simultdnea das aminas biogénicas
putrescina, cadaverina, histamina, espermidina e espermina foi estabelecida e
validada para analise de mortadelas. Os parametros de validagcdo estudados
demonstraram que o método é adequado para o uso pretendido.

A utilizacado da técnica de cromatografia liquida de ultra eficiéncia com

deteccdo por espectrometria de massas sequencial (UPLC-ESI-MS/MS)
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possibilitou deteccdo e quantificacdo satisfatérias das aminas biogénicas
putrescina, cadaverina, histamina, espermidina e espermina nas amostras de
mortadelas avaliadas.

A separagéao realizada por UPLC permitiu reducao significativa do tempo
de execugao da analise e do volume de solventes organicos utilizados no
processo de separagao das aminas biogénicas, quando se compara com
separacgdes realizadas em HPLC. A detecgdo e quantificacdo dos analitos por
MS/MS permitiram garantir seletividade e sensibilidade apropriadas, mesmo com
a utilizagdo de um procedimento simples de “clean up” e sem executar a etapa de
derivatizagcao das moléculas.

O meétodo proposto € suficientemente sensivel para quantificar os analitos
estudados em niveis que possibilitam a correlagcdo com as condi¢gdes de higiene
do processo de fabricagdo das mortadelas e/ou do estado de conservacgao,
podendo inclusive fornecer dados para o calculo de indices de qualidade como o
“Biogenic Amines Index” (BAl) e também avaliar a seguranca dessas mortadelas

de baixo custo comercializadas em temperatura ambiente.
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