T
R GYIND Sy,

2,

Bp ) o
“viganon S

Inés Santos Pereira

Licenciatura em Bioquimica

Implementacdo do método analitico
para determinacao de aminas
biogénicas em amostras de pescado e
produtos de pesca. Avaliacao de
processos para a sua formacao.

Dissertacéo para obtencdo do Grau de Mestre em Tecnologia
e Seguranca Alimentar

Orientador: Prof. Doutora Ana Lulcia Monteiro Durédo Leitéo,
Professora Auxiliar, Faculdade de Ciéncias e Tecnologia da
Universidade Nova de Lisboa

Coorientador: Doutora Carla Alexandra Fino Alberto da Motta,
Técnica de Diagndstico e Terapéutica de 12 classe, Instituto
Nacional de Saude Doutor Ricardo Jorge

Jari:

Presidente: Professora Doutora Benilde Simdes Mendes, FCT/UNL
Vogais: Doutora Claudia Isabel Medeiros Afonso, IPMA
Professora Doutora Ana Lucia Monteiro Durdo
Leitdo,FCT/UNL

FACULDADE DE
CIENCIAS E TECNOLOGIA
UNIVERSIDADE NOVA DE LISBOA

Setembro 2018






T
R GYIND Sy,

2,

Bp ) o
“viganon S

Inés Santos Pereira

Licenciatura em Bioquimica

Implementacdo do método analitico
para determinacao de aminas
biogénicas em amostras de pescado e
produtos de pesca. Avaliacao de
processos para a sua formacao.

Dissertacéo para obtengdo do Grau de Mestre em Tecnologia
e Seguranca Alimentar

Orientador: Prof. Doutora Ana Lulcia Monteiro Durédo Leitéo,
Professora Auxiliar, Faculdade de Ciéncias e Tecnologia da
Universidade Nova de Lisboa

Coorientador: Doutora Carla Alexandra Fino Alberto da Motta,
Técnica de Diagndstico e Terapéutica de 12 classe, Instituto
Nacional de Saude Doutor Ricardo Jorge

Jari:

Presidente: Professora Doutora Benilde Sim6es Mendes, FCT/UNL
Vogais: Doutora Claudia Isabel Medeiros Afonso, IPMA
Professora Doutora Ana Lucia Monteiro Durdo
Leitdo,FCT/UNL

FACULDADE DE
F C t CIENCIAS E TECNOLOGIA
UNIVERSIDADE NOVA DE LISBDA

Setembro 2018






Implementacdo do método analitico para determinagdo de aminas biogénicas em amostras de
pescado e produtos de pesca. Avaliacéo de processos para a sua formagao

Copyright

“Implementagao do método analitico para determinagao de aminas biogénicas em
amostras de pescado e produtos de pesca. Avaliacdo de processos para a sua

formagao”

Copyright © 2018- de Inés Santos Pereira, Faculdade de Ciéncias e Tecnologia da

Universidade Nova de Lisboa, Universidade Nova de Lisboa

A Faculdade de Ciéncias e Tecnologia e a Universidade Nova de Lisboa e o Instituto
Nacional de Saude Doutor Ricardo Jorge tém o direito, perpétuo e sem limites geogréficos, de
arquivar e publicar esta dissertacdo através de exemplares impressos reproduzidos em papel
ou de forma digital, ou por qualquer outro meio conhecido ou que venha a ser inventado e de a
divulgar através de repositorios cientificos e de admitir a sua coOpia e distribuicdo com objetivos
educacionais ou de investigacdo, ndo comerciais, desde que seja dado crédito ao autor e

editor.

Inés Santos Pereira



Implementag&o do método analitico para determinagdo de aminas biogénicas em amostras de
pescado e produtos de pesca. Avaliacéo de processos para a sua formagao

VI
Inés Santos Pereira



Implementacdo do método analitico para determinagdo de aminas biogénicas em amostras de
pescado e produtos de pesca. Avaliacéo de processos para a sua formagao

Agradecimentos

Ap6s a conclusao desta dissertacdo no mestrado em tecnologia e seguranca alimentar,
quero deixar os meus sinceros agradecimentos e consideracéo a todos aqueles que estiveram
presentes e contribuiram para a sua realizagéo.

Gostaria de agradecer em primeiro lugar a Doutora Carla Motta, por toda a ajuda,
preocupacéo, confianca, paciéncia e amizade ao longo deste projeto. Por todo o conhecimento
e por toda a dedicacdo demonstrada, um grande obrigada por se encontrar sempre disponivel
e presente.

A Doutora Rosélia por todo o carinho, paciéncia e amizade sempre demonstrados. Por
todo o incentivo, ajuda, conhecimento e por toda a preocupacdo. Agradegco também por todo o
otimismo e pela boa disposi¢éo que sempre transmitiu ao longo desta grande etapa.

A Professora Ana Llcia Leitdo, pela sua disponibilidade e incentivo constante, pela sua
preocupacéo, dedicacdo e otimismo.

A Doutora Maria Antonia Calhau, Coordenadora do Departamento de Alimentacéo e
Nutricdo (DAN), no Instituto Nacional de Saude Doutor Ricardo Jorge (INSA), por ter permitido
esta experiencia enriquecedora, quer a nivel pessoal quer a nivel profissional.

A Eng.2 Cristina Belo Correia por toda a ajuda e simpatia constante.
A Inés Delgado por se encontrar sempre disponivel para me esclarecer e ajudar.

Aos meus amigos do Instituto, Mafalda Silva, Mariana Andrade, Mariana Ribeiro,
Frederico Castro e Tiago Moreira por todas as gargalhadas e boa disposi¢do. Obrigada por
todo o apoio, ajuda, conhecimento e companheirismo.

A Andreia por toda a amizade que ja deixa saudade, por toda a boa disposicéo,
palhacadas e risadas. Um grande obrigado pela ajuda e por todos os momentos de desanuvio.

Aos meus grandes amigos alcobacenses Mariana Henriques, Pedro Marques e David
Delgado que me acompanham desde sempre e que vao comigo no coracdo para onde quer
gue eu va. Um grande obrigada pelo apoio de sempre, pela vossa boa disposicao e carinho.

A minha amiga Marlene, por todas as risadas, boa disposic¢&o, conselhos e incentivo.
Por todas as gargalhadas e indignacdes, por toda a paciéncia e também por toda falta dela
quando foi preciso. Obrigada por teres estado sempre presente ao longo de toda esta fase,
sem ti teria sido muito mais dificil.

Gostaria de agradecer também ao Leonardo por toda a compreensao, disposicao e
presenca constante. Obrigada pelo incentivo, e por todo o amor e carinho. Obrigada por teres
sempre resposta as minhas insegurancas, incertezas e desvaneios.

A minha irma Rita por todo o carinho, boa disposicéo, preocupacdo e afeto ao longo
ndo sO desta dissertacdo, mas da vida. Obrigada mana por teres sido sempre a companheira
incansavel das brincadeiras, por seres a minha confidente e a minha melhor amiga.

Aos meus avoés, Filomena e Antonio por serem incansaveis com a neta. Obrigada pela
preocupa¢do mais que constante e por todo o apoio incondicional. Agradeco com todo 0 meu
coracdo o carinho e o afeto sempre partilhado.

A minha av6 Lurdes pela grande mulher e av6 que sempre foi. Nunca vou esquecer a
forca de vontade, a energia e a coragem que sempre a caracterizaram. Obrigada avd por todo
0 amor e dedicacéo.

A minha tia Vera e ao meu priminho Cristiano, obrigada tia por seres sempre a pessoa
mais divertida e descontraida da sala, obrigada por todo o apoio, por escutares 0s meus

Vil
Inés Santos Pereira



Implementag&o do método analitico para determinagdo de aminas biogénicas em amostras de
pescado e produtos de pesca. Avaliacéo de processos para a sua formagao

desabafos e teres sempre uma palavra de incentivo para me animar. Obrigada priminho por

seres 0 mais pequenino da familia, por me fazeres rir e esquecer as preocupacdes, espero que
demores a crescer.

Por dltimo mas mais importante, quero agradecer aos meus pais por todo o amor
incondicional. Ndo existem palavras que cheguem para agradecer a preocupacdo constante, o
apoio e a dedicacdo ao longo destes anos. Agradeco pela paciéncia, pelos desabafos, pelos
incentivos e pela for¢ca que sempre me deram.

N&o posso também deixar de agradecer por terem permitido e acreditado na minha
formacao.

VI
Inés Santos Pereira



Implementacdo do método analitico para determinagdo de aminas biogénicas em amostras de
pescado e produtos de pesca. Avaliacéo de processos para a sua formagao

Resumo

Com este trabalho pretende-se implementar um método para a determinacdo e
quantificacdo simultanea de cinco aminas biogénicas, histamina, putrescina, cadaverina,
tiramina e triptamina em amostras de atum fresco, atum em conserva e camaréo congelado.

Foram simultaneamente efetuados ensaios de contagem e identificacdo bacterioldgica,
de forma a aferir a existéncia de relagédo entre a concentracdo de aminas e a carga microbiana
presente na matriz.

A metodologia analitica inclui uma extracdo das aminas com acido tricloroacético 5%
(m/v). A separacéo e a quantificacdo dos analitos foi efetuada por cromatografia liquida de ultra
eficiéncia, com detetor de diodos.

Para garantir os parametros de qualidade do método foram avaliados, gama de
trabalho, linearidade, limite de detecéo, limite de quantificac&o, recuperacéo e preciséo.

Nas amostras em conserva as concentracdes maximas de histamina, putrescina e
cadaverina quantificadas foram 521,0 + 43,1 mg/kg; 2844 + 32 mg/kg e 52,80 + 3,56 mg/kg,
respetivamente. Nas amostras de atum fresco apos 120 horas a 3+2°C foram determinadas as
concentragbes méximas 1544 + 83 mg/kg para a histamina, 2602 + 709 mg/kg para a
putrescina e 1044 + 72 mg/kg para a cadaverina. No camardo as concentragfes maximas
atingidas foram 3790 + 67 mg/kg para a histamina, 2498 + 450 mg/kg para a putrescina e de
578,0 £ 135,0 mg/kg para cadaverina. As aminas tiramina e triptamina ndo foram detetadas nas
matrizes analisadas.

Nos ensaios de identificacdo microbiolégica destacam-se as estirpes Pseudomonas
fluorescens, Serratia liquefaciens Morganella morganii, Hafnia alvei, Staphylococcus
epidermidis, Citrobacter freundii e Shewanella putrefaciens, conhecidas como produtoras de
aminas, especialmente histamina.

O método revelou-se adequado a quantificacdo dos analitos em estudo. Das 12
amostras analisadas, 8 revelaram valores de histamina superiores aos valores maximos
legislados. As condi¢Bes de conservacdo evidenciaram, no atum fresco e no camardo, poder
influenciar o desenvolvimento de microrganismos e consequentemente o aumento das aminas

biogénicas.

Palavras-Chave: Cadaverina, Putrescina, Tiramina, Triptamina, Histamina, Atum fresco, Atum
em conserva
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Abstract

This work intends to implement a method for the simultaneous determination and
quantification of five biogenic amines, histamine, putrescine, cadaverine, tyramine and
tryptamine in samples of fresh tuna, canned tuna and frozen shrimp.

At the same time, bacteriological counting and identification tests were performed in
order to verify the existence of a relationship between amine concentration and the microbial
load present in the matrix.

The analytical methodology includes an extraction of the amines with 5% trichloroacetic
acid (m/v). The separation and quantification of the analytes was carried out by liquid
chromatography of ultra efficiency, with diode detector.

To guarantee the quality parameters of the method were evaluated, range of work,
linearity, limit of detection, limit of quantification, recovery and precision.

In the preserved samples the maximum concentrations of quantified histamine,
putrescine and cadaverine were 521.0 + 43.1 mg/kg; 2844 + 32 mg/kg and 52.80 + 3.56 mg/kg,
respectively. In fresh tuna samples after 120 hours at 3 = 2° C the maximum concentrations of
1544 + 83 mg/kg for histamine, 2602 + 71 mg/kg for putrescine and 1044 = 72 mg/kg for
cadaverine were determined In shrimp the maximum concentrations reached were 3790 £ 67
mg/kg for histamine, 2498 + 450 mg/kg for putrescine and 578.0 + 135.0 mg/kg for cadaverine.
The tyramine and tryptamine amines were not detected in the analyzed matrices.

In the microbiological identification tests the strains Pseudomonas fluorescens, Serratia
liquefaciens, Morganella morganii, Hafnia alvei, Staphylococcus epidermidis, Citrobacter
freundii and Shewanella putrefaciens, known as amine producers, especially histamine.

The method proved to be adequate for the quantification of the analyzed analytes. Of
the 12 samples analyzed, 8 revealed histamine values higher than the legislated maximum
values. The conservation conditions showed, in fresh tuna and shrimp, to influence the

development of microorganisms and consequently the increase of biogenic amines.

Key-Words: Cadaverine, Putrescine, Tiramine, Triptamine, Histamine, Fresh Tuna, Canned
Tuna
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Lista de abreviaturas e siglas

ATP- Adenosina Trifosfato

APT- Agua Peptonada Tamponada

AQC- 6-Aminoquinolil-N-Hidroxisucinimidil Carbamato, do inglés 6-Aminoquinolyl-N-
Hydroxysuccinimidyl Carbamate

BPL- Boas Praticas de Laboratoério

C,5- Octadecil

CE- Comunidade Europeia

CH,03S- Acido Metanosulfonico, do inglés Methanesulfonic Acid

CNBF- 4-Cloro-3,5-Dinitrobenzotrifluoreto, do inglés 4-Chloro-3,5-Dinitrobenzotrifluoride
COS- Columbia Agar

DAO- Diamina Oxidase

DAH- 1,7-Diaminoheptano, do inglés 1,7-Diaminoheptane

DNA- Acido Desoxirribonucleico, do inglés Desoxiribonucleic Acid

ELISA- Ensaio de Imunoabsorcao Enzimatica, do inglés Enzyme-lynked Immunosorbent Assay
EU- Unido Europeia, do inglés European Union

FDA- Administragdo para a Alimentacdo e Medicamentos dos Estados Unidos da América, do
inglés Food Drugs Administration

GC- Cromatografia Gasosa, do inglés Gas chromatography

HCI- Acido Cloridrico, do inglés Hydrochloric Acid

HCIO,- Acido Perclérico, do inglés Perchloric Acid

HPLC- Cromatografia Liquida de Elevada Eficiéncia, inglés High-Performance Liquid
Chromatography

IQQ- indice de Qualidade Quimica

IEC- Comisséo Electrdnica Internacional

ISO- Organizagéo Internacional para a Estandardizacéo, do inglés Internal Standard
Organization

IAB- indice de Aminas Biogénicas

LD- Limite de Detec¢éo

LQ- Limite de Quantificacédo

MAO- Monoamina Oxidase

NaCl- Cloreto de Sddio, do inglés Sodium Chloride

NaOH- Hidréxido de Sédio, do inglés Sodium Hydroxide

NQS- 1,2-Naftoquinona-4-Sulfonato, do inglés 1,2-Naphthoquinone-4-Sulfonic
OCDE- Organizagao para a Cooperacgao e Desenvolvimento Econdémico

OPA- O-Ftaldialdeido, do inglés O-Phthalaldehyde

PAD- Detetor de Fotodiodo, do inglés Photodiode Array Detector

PCA- Plate Count Agar

PCR- Reac¢do em Cadeia da Polymerase, do inglés Polymerase Chain Reaction
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RNA- Acido Ribonucleico, do inglés Ribonucleic Acid

RP-HPLC- Cromatografia Liquida de Elevada Eficiéncia em Fase Reversa, do inglés Reverse
Phase-High Performance Liquid Cromatography

TCA- Acido Tricloroacético, do inglés Trichloroacetic Acid

TLC- Cromatografia em Camada Fina, do inglés Thin Layer Chromatography

TS- Triptona Sal

TSA-Triptose Soja Agar

UHPLC- Cromatografia Liquida de Ultra Eficiéncia, do inglés Ultra-High-Performance Liquid
Cromatography

UV-Vis- Ultravioleta-Visivel

VRBG- Violet Red Bile Glucose

XX
Inés Santos Pereira



Implementag&o do método analitico para determinagdo de aminas biogénicas em amostras de
pescado e produtos de pesca. Avaliacéo de processos para a sua formagao

XXI
Inés Santos Pereira



Implementacdo do método analitico para determinagdo de aminas biogénicas em amostras de
pescado e produtos de pesca. Avaliacéo de processos para a sua formagao

1.- Objetivos e enquadramento do tema

1.1-Objetivos

A presente dissertacdo traduz-se na implementacdo de um método analitico para a
determinacéo simultdnea de aminas biogénicas em amostras de pescado e produtos de pesca,
nomeadamente atum fresco, atum em conserva e camarao congelado.

Os principais objetivos deste estudo foram:

¢ Tomar contacto com a metodologia analitica de cromatografia liquida.

e Desenvolvimento da metodologia por cromatografia liquida para a
determinagdo simultinea das aminas biogénicas Histamina, Putrescina,
Cadaverina, Triptamina e Tiramina com recurso ao uso de padrdes.

e Desenvolvimento de um método para a extracdo das aminas da matriz
alimentar

e Avaliagdo do desenvolvimento bacteriolégico e identificagdo das espécies
produtoras de aminas numa determinada condicdo de conservacéo.

e Avaliacdo da relagdo entre a concentracdo de aminas determinada e os

microrganismos presentes na matriz alimentar.

1.2-Enquadramento do tema

Devido a localizacdo geogréafica de Portugal, um pais costeiro rodeado pelo oceano
Atlantico, o consumo de pescado e seus derivados por parte da populagdo é frequente e
bastante apreciado. Portugal afigura-se como sendo o maior consumidor de peixe fresco da
Europa apresentando o maior consumo de produtos de pesca per capita, mais de 53,8 kg/ano
(FAO 2015).

Uma das formas mais comum de contaminacdo do pescado é a produgdo de
metabolitos biologicamente ativos, através da degradacéo da proteina do muasculo do peixe por
parte da flora microbiana presente. Destes metabolitos, designados vulgarmente de aminas
biogénicas, a histamina é aquele que é alvo de controlo legislativo uma vez que é a forma de
toxicidade mais frequente que advém da ingestdo de peixe.

Em Portugal no ano 2012, foram divulgadas 12 notificacdes relativas a produtos de
atividade piscatoria provenientes da Unido Europeia (EU), nomeadamente de paises como
Espanha, Iltdlia e Holanda, verificando-se um total de 149 individuos com sintomas
comummente associados a intoxicacdo por histamina (ASAE 2012). Ainda em 2017 foram
confirmados 154 casos de intoxicacdo por consumo de atum adulterado proveniente de
Espanha. A utilizacdo de substancias quimicas ou naturais, que possuem a capacidade de
prolongar ou simular a cor vermelha do atum, fazem o peixe aparentar frescura por mais
tempo. Contudo a quantidade de microrganismos e metabolitos biologicamente ativos pode ser

bastante elevada, apesar da boa aparéncia do pescado (Jornal de Noticias 2017).
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A contaminacédo dos produtos alimentares advém sobretudo das praticas incorretas de
transporte, processamento e armazenamento. Contudo, apesar de a temperaturas inferiores a
5°C a flora bacteriana produzir quantidades residuais ou quase nulas de aminas biogénicas é
de notar que estes compostos aminados sao termoestaveis, significando que, a quantidade de
aminas produzida entre o tempo da captura e o tempo de refrigeracdo, perdura no alimento ndo
sendo eliminada. Deste modo é imposto pela EU, Regulamento n° 2073, um limite maximo
aceitavel de histamina para o pescado e seus derivados de 200 mg/kg, sendo necessario
verificar frequentemente o cumprimento deste limite (Comiss&o Europeia 2007).

Em suma, torna-se cada vez mais importante desenvolver métodos, metodologias e
sistemas de controlo para garantir a seguranca e qualidade dos produtos que consumimos,
quer estes sejam frescos, quer estes sejam submetidos a condi¢cbes de conserva como a
salga, a fumagem ou a secagem. Metodologias como a cromatografia liquida de ultra
performance permitem quantificar em simultdneo as aminas biogénicas frequentemente
associadas a degradagdo proteica da matéria-prima, como a histamina, a cadaverina, a
putrescina, a tiramina e a triptamina, em apenas um (nico ensaio e com acuracia elevada.

Salienta-se assim a importancia desta dissertacdo para o desenvolvimento e

implementacao destas novas técnicas e metodologias de trabalho.

1.3-Organizacéo estrutural

No capitulo 1 encontram-se mencionados 0s objetivos do estudo assim como toda a
estrutura escrita.

No capitulo 2 esta caracterizado o instituto onde foi desenvolvida toda a componente
laboratorial necessaria ao estudo.

No capitulo 3 encontra-se informac@o essencial para a correta contextualizagdo e
compreensdo do trabalho desenvolvido neste documento. Neste capitulo € mencionada
informacao acerca dos metabolitos em estudo e acerca das técnicas de quantificagédo utilizadas
atualmente para quantificar estes mesmos compostos. Também € possivel encontrar neste
capitulo informacéo relacionada com os principais microrganismos responsaveis pela producdo
das aminas biogénicas assim como as técnicas e equipamentos utilizados para determinar
esses mesmos microrganismos.

No capitulo 4 esta descrito todo o procedimento cientifico e todo o equipamento
utilizado quer no decorrer da analise quimica, quer no decorrer na andlise microbiolégica.

No capitulo 5 sdo apresentados os resultados obtidos, quer para quantificacdo e
determinacdo das aminas biogénicas, quer para a contagem e identificacdo dos
microrganismos presentes. Em simultaneo, também neste capitulo, séo discutidos 0s mesmos.

No capitulo 6 encontra-se a conclusdo da dissertacdo, assim como as perspetivas

futuras que advém do trabalho concluido.

Inés Santos Pereira



Implementacdo do método analitico para determinagdo de aminas biogénicas em amostras de
pescado e produtos de pesca. Avaliacéo de processos para a sua formagao

2- Caracterizacao do instituto

O instituto nacional Ricardo Jorge caracteriza-se como sendo uma instituicdo publica
administrada indiretamente pelo Estado Portugués ao encargo do ministério da salde,
possuindo autonomia cientifica, técnica, administrativa, financeira e patriménio préprio (INSA
2018).

A sua fundacdo em Lisboa data de 1939, apesar de anteriormente em 1858 ter sido
fundado no Porto, pelo médico Ricardo Jorge. Este 6rgéo publico funciona como laboratério do
Estado no sector da saude, laboratério nacional de referéncia e observatério nacional de
saude, organizando-se internamente em seis grandes departamentos:

e Departamento da Alimentacdo e Nutricdo;

e Departamento de Doencas Infeciosas;

e Departamento de Epidemiologia;

e Departamento de Genética Humana;

e Departamento de Promoc¢do da Saude e Prevengcdo das Doencas N&o
Transmissiveis;

e Departamento de Salude Ambiental.

Disponibilizando ainda unidades operativas quer em Lisboa, quer na grande area da
metrépole de Lisboa, e no Porto (INSA 2018).

Departamento de Alimentacdo e Nutricdo

Através do departamento de Alimentacdo e Nutricdo (DAN) é assegurado o
desenvolvimento de trabalhos no ambito da seguranca alimentar, toxicologia, avaliacdo de
riscos, composi¢cdo de alimentos, entre outros. Como laboratorio de referéncia, é ainda
atribuida a este departamento a funcdo de implementar novas metodologias, de efetuar
estudos epidemioldgicos laboratoriais de doencas que provenham da alimentagdo, de prestar
servigos diferenciados como ensaios analiticos, producdo de materiais de referéncia e

organizacdo de programas de avaliagdo externa da qualidade laboratorial (INSA 2018).
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3- Reviséao Bibliografica
3.1- Aminas biogénicas: Origem e classificacao

As aminas biogénicas sdo metabolitos nitrogenados, de baixo peso molecular, que
podem ser produzidos através da descarboxilagdo de aminoacidos livres ou através da
transaminacédo de aldeidos e cetonas, devido a acdo do metabolismo microbiano, Tabela 3.1.
(Bilgin and Gengcelep 2015).

A reagao de descarboxilagdo envolve a remogéo enzimatica do grupo a-carboxilo, com
libertagdo de diéxido de carbono e sequente formacéo da amina biogénica, Figura 3.1.

A ocorréncia deste fendbmeno pode ser mediada através de duas vias biossintéticas, a
via enddgena, quando se trata de enzimas enddgenas presentes naturalmente nos alimentos, e
a via exogena, quando se trata de enzimas descarboxilases exdgenas produzidas pela flora
microbiana (Rodriguez et al. 2014).

COOH H
Descarboxilase + CO,

»
»

R NH2 R NHZ

Figura 3.1- Reacao geral de descarboxilagdo dos amino&cidos livres

Tabela 3.1: Aminoacido percursor e respetiva amina correspondente apés descarboxilagéo (Anderson

2008)
Aminoacidos Percursores Aminas Biogénicas
0
Histidina Histamina N
N OH </
(3 L ]/\I
N ’ HM NH;_;
H
. . G . .
Tirosina Tiramina NH,
OH
I /@\/
HO HO
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Tabela 3.1: Aminoacido percursor e respetiva amina correspondente apés descarboxilagao
(Anderson 2008) (continuacgéo)

Triptofano Triptamina \|
P~
NH
i’ 2
Lisina
Cadaverina
W
HoN NH,
Fenilalamina a
L ll Feniletilamina NH,
[____. "'*-'\."_':_\].-'"" };:::__ HUH
|.H ) HN H
Metionina
(9] Espermidina |
fE\/\)'L NN A ANz
Hi g OH i "
f-’-_'_ H_N/\/\N/v\/ ~ 5
H.M H H
Espermina
Arginina
Agmatina
° N _-NH2
NH 0 H:N ;rf'
)‘k U\ Putrescina NH
N7 N Yom e~ NH,
NH, HoN
Ornitina
O Putrescina A~ NH
HoN -
HoN OH Espermindina y
M NH
NH2 HENMM’ e WVE

Nas células eucariotas, a sintese destes compostos aminados é essencial, uma vez
que atuam como percursores da biogénese de hormonas, alcaloides, acidos nucleicos e
proteinas. A producédo enddégena de aminas como a epinefrina, dopamina e seratonina, resulta
de situacbes relacionadas com stress, cansago, nervosismo e ainda hipoglicémia e jejum
prolongado (Premont et al. 2001). Em paralelo, as aminas biogénicas, como a putrescina e a
espermina, sdo criticas na modulacdo do acido desoxirribonucleico (DNA), do &acido
ribonucleico (RNA) e na sintese proteica, enquanto que as aminas como a histamina séo
indispensaveis para o correto funcionamento dos neurotransmissores (lgarashi et al. 2001).

Contudo, nas células procariéticas, pensa-se que as aminas sejam formadas em resposta a

6
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acidificacdo do meio, funcionando como mecanismo de defesa as condicbes adversas de pH
(Lee et al. 2007). A descarboxilagdo aumenta a vitalidade das células bacterianas através do
consumo de protbes e da excrecdo simultinea de aminas e diéxido de carbono, verificando-se
o restabelecimento do pH do ambiente envolvente.

Segundo Molenaar e colaborados, 1993, a produgdo de aminas biogénicas é também
uma forma de obtencéo de energia, podendo revelar-se necessdria a microrganismos, COmo as
bactérias acido lacticas, que ndo possuem cadeia respiratoria para gerar quantidades elevadas
de adenosina trifosfato (ATP). Deste modo, através do antiporte energético aminoacido/amina,
pode ser gerada uma forca motriz de protdes que liberta energia passivel de ser utilizada pela
célula, quer no transporte de nutrientes, quer na producao de ATP por meio da enzima ATP
sintase.

Ainda assim, a producdo de aminas biogénicas pode também mediar processos
fisiolégicos nas bactérias como a resposta ao stress osmotico e ao stress oxidativo (Schiller et
al. 2000).

As aminas biogénicas como a histamina, cadaverina, putrescina, tiramina, triptamina,
espermina e espermidina estdo frequentemente presentes em produtos fermentados, como o
queijo, o vinho e a cerveja, contudo, alimentos como peixe, carne, lacticinios e vegetais
também apresentam uma probabilidade elevada de conter aminas biogénicas (Linares et al.
2011).

Apesar de desempenharem fungfes vitais nos seres vivos, estes compostos podem
também desencadear efeitos toxicos, sendo estes evidenciados apenas quando a
concentracdo € muito elevada (ingestdo de alimento com concentracdo elevada destes
metabolitos) ou quando os mecanismos naturais de degradacdo das aminas sdo inibidos ou
geneticamente deficientes. Consoante o seu modo de atuacdo nos sistemas vivos, as aminas
podem ser designadas de psicoativas ou vasoativas (Faria 2011).

As aminas classificadas de psicoativas atuam nos transmissores nervosos do sistema
nervoso central, ja as aminas vasoativas atuam direta ou indiretamente sobre o sistema
vascular. A histamina, a putrescina e a cadaverina sdo exemplos de aminas psicoativas, porém
a tiramina e a triptamina sdo exemplos de aminas vasoativas (Cardozo et al. 2013).

Todavia, a quantidade e o tipo de amina formada sdo influenciados essencialmente
pelas condigGes de armazenamento (Komprda et al. 2001), processos e praticas de produgéo,
proporcdo da populacdo microbiana com atividade descarboxilase, qualidade e constituicdo do
alimento e pela disponibilidade de aminoécidos livres (Rivas et al. 2008). No enquadramento da
seguranca alimentar, € necessario que os produtos alimentares sejam produzidos,
transportados e armazenados sob escrupulosas condigbes higiénicas, sendo fundamental
considerar todos os pardmetros que podem promover o crescimento microbiano, como a
temperatura, o pH, a humidade e a atmosfera envolvente, com vista a minimizar a producgéo de
aminas (Kfizek et al. 2004).

Estes compostos nitrogenados podem ainda ser classificados de diferentes formas,

atendendo a sua estrutura quimica, podendo ser designados de alifaticos (putrescina e
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cadaverina), aromaticos (tiramina) ou heterociclicos (histamina e triptamina), contudo,
considerando o nimero de grupos amina, também podem ser classificados de monoamina
(tiramina), (Yeragani and Sathyanarayana 2009) diaminas (putrescina e cadaverina), (Izquierdo

et al. 2018), ou poliaminas (espermina e espermidina), Tabela 3.2, (Assis et al. 2015).

Tabela 3.2: Classificagdo e estrutura das principais aminas biogénicas, Gouveia 2013

CH,CH,NH, CH,CH,NH,
o
-
]
gt
g OH
Tiramina 2-Feniletilamina
8 CH, CH,NH, CH, CH, NH,
v o=
1R, o
E 2 u
< % H
= Histamina Triptamina
w »
£ g HN_~_ "~~~ NH HN A~~~ NH,
- _
o ® Cadaverina Putrescina

H NH,
HlN\H/N\/\/\NH_, HN/\/\H/\/\/ ’
NH

Agmatina Espermidina

H
NH
H, N/\/\ n/‘\/\/ N\/\/ :

Poliaminas alifaticas

Espermina

3.2- Aminas Biogénicas: Alimentos

Diversos estudos indicam que o consumo de alimentos crus ou insuficientemente
confecionados é uma das principais causas das intoxicagBes alimentares, uma vez que a
presenca dos metabolitos aminados é consequéncia da contaminacdo microbiana inicial dos
alimentos (ASAE 2012).

A descarboxilagdo de aminoacidos livres e a transaminacdo de aldeidos e cetonas
provenientes da acdo microbiana, sdo consequéncias de ma manipulacdo, higienizacdo do
local de producéo, confecdo e/ou armazenamento do produto alimentar (ASAE 2012).

Contudo, existem alimentos que devido a sua constituicdo em macronutrientes e
micronutrientes, assim como devido ao seu processo de fabrico, sdo mais suscetiveis a
contaminagao microbiol6gica e consequente producéo de compostos amina, como € o caso do
vinho, do queijo, do peixe, dos produtos carneos fermentados e dos vegetais (Gomes et al.
2014)

As bactérias encontram nos alimentos fermentados uma fonte de aminoacidos livres.
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No vinho, a concentracdo de aminas biogénicas é relativamente baixa aquando do fim
da fermentacao alcodlica (Polo et al. 2011). N&o obstante, o alcool também desempenha um
papel critico quanto a presenca de compostos aminados nos produtos que sofrem fermentacéo
alcodlica, pois € um potenciador da atividade toxica das aminas (Gouveia 2013), sendo
responsavel pela inibicdo da acao enzimatica da enzima monoamina oxidase (MAO) que tem
como principal funcéo a degradacdo de monoaminas, como a tiramina (Fernandez et al. 2007).

Os lacticinios, como o queijo, sdo outros produtos alimentares que também possuem
uma suscetibilidade elevada para o desenvolvimento de aminas biogénicas (Preedy et al.
2013). O processo de producdo da grande maioria dos queijos inclui uma etapa de maturacao
na qual ocorre a degradacao proteica, permitindo uma acumulacédo elevada de aminoacidos
livres que podem ser biotransformados em aminas biogénicas pela acdo da enzima
descarboxilase (Innocente and D’Agostin 2002). Geralmente, a microflora presente no interior
do queijo corresponde a bactérias é&cido lacticas enquanto que no exterior podem
frequentemente ser detetadas bactérias Gram negativas e leveduras (Abriouel et al. 2008).

As aminas tiramina e putrescina sdo encontradas, geralmente, durante a fase de
maturagdo, sendo a histamina e a cadaverina mais predominantes no final dessa fase
(Rodriguez et al. 2004; Valsamaki et al. 2000).

Os alimentos de origem animal sdo naturalmente ricos em aminoacidos. Na carne e no
peixe o teor de compostos biossintetizados, como as aminas biogénicas, aumenta no
postmortem, em consequéncia da elevada quantidade de enzimas proteoliticas que sédo
libertadas e devido ao rapido processo autolitico (Gouveia 2009).

Os peixes da familia Scombridae como o atum, o bonito e a cavala, sdo aqueles que
apresentam maiores concentragdes de histamina, uma vez que possuem maiores teores de
histidina livre no muasculo (Hwang et al. 2011). Consequentemente, nesta familia, tém sido
efetuados varios estudos referentes as concentracdes deste metabolito téxico no musculo do
peixe, assim como as estirpes bacterianas produtoras de histidina descarboxilase, concluindo-
se que Morganella morganii, Proteus vulgaris, Pantoea agglomerans e Enterobacter cloacae
(Kim et al. 2001) sédo frequentemente as bactérias mais encontradas.

Em contrapartida, em peixes ndo pertencentes a familia Scombridae, mas cujos niveis
de histidina livre presente no musculo também sao elevados, néo foi possivel estabelecer uma
relacdo de associacdo entre a histamina produzida e as espécies bacterianas especificas
responsaveis pela producédo da amina biogénica (Maia 2015).

A ocorréncia de reagbes de oxidacdo e hidrolise pode proporcionar o aumento da
formagdo de compostos volateis, como amoniaco, e compostos nao volateis, como as aminas
biogénicas (Monteiro et al. 2012).

Os produtos carneos fermentados s&o produzidos através da adicdo de
microrganismos que produzem enzimas, amilases, protéases e lipases, responsaveis pela
hidrélise de polissacéridos, proteinas e lipidios, respetivamente, resultando numa melhoria do

sabor, do aroma e da textura do produto final (Suzzi and Gardini 2003).
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No entanto, os microrganismos adicionados também podem produzir substéncias
indesejaveis como, por exemplo, as aminas biogénicas (Suzzi and Gardini 2003).

A concentracdo elevada de proteinas presente nestes produtos e a atividade
proteolitica durante a fase de maturacdo, promovem a acdo da enzima descarboxilase das
culturas adicionadas no processo produtivo, como de outros microrganismos que podem vir a
contaminar o produto ao longo das varias etapas de produgdo (Gouveia 2013).

A amina que se encontra frequentemente associada aos produtos carneos fermentados
€ a tiramina, possuindo também concentra¢gfes mais elevadas que as restantes aminas, porém
a putrescina, a cadaverina e a triptamina também ja foram detetadas em carnes fermentadas
(lvanov et al. 2015).

Por dltimo, os vegetais também se evidenciam propicios ao desenvolvimento de
aminas biogénicas, tendo estas sido encontradas em quantidades elevadas nas cruciferas,
como os brécolos e a couve-flor (Martinez et al. 2008). Em alguns vegetais, 0 processo de
cozedura promove a transferéncia dos compostos aminados para a &gua utilizada no
cozimento, contudo, e de novo nas cruciferas, este processamento apenas reduz o teor de
aminas, ndo possibilitando a sua eliminagédo total (Ladero et al. 2011).

O estudo desenvolvido por Tapingkae et al. em 2010 demonstrou que as aminas
biogénicas sdo termoestaveis resistindo a periodos de exposi¢cdo prolongada ao calor. A
eliminagcdo destas toxinas revela-se ineficiente através de processos de confegdo, sendo a
putrescina e a espermina as aminas encontradas com mais frequéncia nos vegetais, apds
cozedura.

O efeito téxico das aminas biogénicas ndo esta relacionado apenas com a
concentracdo destas toxinas nas matrizes alimentares, mas também com os mecanismos de

destoxificagdo de cada individuo (Ladero et al. 2011).

3.3- Aminas Biogénicas: Toxicidade

As aminas biogénicas, geralmente, ndo representam um risco para a salde dos
consumidores, contudo, quando sdo ingeridas em quantidades elevadas ou quando os
mecanismos naturais de catabolismo de uma ou mais aminas séo inibidos ou geneticamente
deficientes, podem provocar intoxicacdes alimentares graves, Tabela 3.3. Ainda assim, a
ingestdo de alcool, a presenca de outras aminas néo volateis ou as doencas gastrointestinais
podem ser fatores potenciadores da acdo destes compostos aminados, aumentando a
suscetibilidade dos individuos & ocorréncia de intoxicacao alimentar (Gouveia 2009).

N&o obstante, nos intestinos humanos, uma baixa concentragdo de aminas biogénicas
€ metabolizada naturalmente, sendo produzidos subprodutos menos toxicos e menos ativos.
Este mecanismo de destoxificagdo engloba enzimas especificas como a diamina oxidase
(DAO) e a monoamina oxidase, ja supra referida no capitulo anterior, contudo, quando séo
ingeridas grandes quantidades de aminas, o sistema de destoxificacdo ndo é suficientemente
eficaz na sua eliminagdo (Cardozo et al. 2013). Existem fatores intrinsecos a cada individuo,

como a predisposicdo genética, doencas gastrointestinais ou até a inibicdo da atividade da
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enzima DAO, devido a toma de medicamentos ou ingestdo de alcool, que podem resultar na
ineficiéncia destes mecanismos de destoxificacdo. As aminas consideradas mais toxicas para o
Homem s&o a histamina e a tiramina (Cardozo et al. 2013).

A intoxicacdo por histamina, frequentemente designada de fish poisoning, esta muitas
vezes associada ao consumo de peixes da familia Scombridae, (Chen et al. 2010) onde estao
incluidos peixes como o atum e a cavala. No entanto, em familias como Clupeidae e
Pomatomidae, as quais pertencem a sardinha e as anchovas respetivamente, também
podemos encontrar regularmente histamina. O periodo de incubacédo deste metabolito pode
variar de minutos a horas, apés a ingestédo, podendo manifestar-se através de sintomas como
dores de cabeca, vasodilatacdo e consequente hipotensdo, problemas de pele (rubor e
comichao), problemas gastrointestinais (diarreia, coélicas, vémitos) e problemas neurolégicos
(dores de cabeca, tonturas)(Souza et al. 2015).

Também a tiramina pode provocar intoxicacdes graves, provocando crises de
hipertensédo, geralmente acompanhadas por enxaquecas. Os sintomas, por vezes, podem
evoluir e conduzir a formagé@o de hemorragias intracranianas, a ocorréncia de falha cardiaca e
eventualmente podem surgir edemas pulmonares (Alencar et al. 2011; Gomes et al. 2014)

A acéo destas duas aminas, tiramina e histamina, pode ser potenciada pela presenca
de outras aminas biogénicas, como a putrescina e a cadaverina, que possuem a capacidade de
inibir enzimas responsaveis pela oxidagdo da histamina e da tiramina ( Montanha 2016).

O envenenamento através de histamina ocorre apdés o consumo de alimentos que
contenham uma concentragéo desta amina superior a 500 ppm (Gonzaga et al. 2009)

Contudo, na presenca de putrescina e cadaverina, a histamina pode ser tdxica em
concentracdes inferiores a 500 ppm (Emborg and Dalgaard 2006).

As aminas putrescina, tiramina e cadaverina apresentam toxicidade quando
consumidas em concentragbes superiores a 2000 ppm, ao contrario da espermina e da
espermidina que possuem efeito tOxico a partir de concentracdes superiores a 600 ppm
(Prester 2011; Gouveia 2009), visto que estas Ultimas podem reagir com nitritos, formando

nitrosaminas carcinogénicas que constituem um risco para a saide humana.

Tabela 3.3: Toxicidade e respetivo grau de intensidade, associadas ao consumo de aminas biogénicas
(Marinét et al. 1995).

Enxaqueca qumagé_o de Outros efeitos
nitrosaminas
- Intoxicag&o Histaminica (Fish
Histamina ++ + Poisoning)
-Toxicidade Hepética
Tiramina +++ + Neurol6gicos / Cardiacos
B-Feniletilamina ++ + Neuroldgicos
Serotonina - + Gastricos /Cardiacos
Triptamina - + Cardiacos
Putrescina - + -
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Tabela 3.3: Toxicidade e respetivo grau de intensidade, associadas ao consumo de aminas biogénicas
(Marinét et al. 1995) (continuag&o).

Enxaquecas Formagao de Outros efeitos
nitrosaminas
Cadaverina - + -
Espermidina - + -
Espermina - + -
Agmatina - + -

3.4-Aminas Biogénicas: Legislacao

Atualmente, a legislacdo em vigor, Regulamento (CE) N.° 2073/2005e consequentes
actualizagBes, estabelece um limite méximo para a concentragdo de histamina apenas para
produtos provenientes da pesca. Deste modo, encontra-se definido no ponto 1.26 no Anexo 1
do regulamento supracitado, o valor maximo de 200 mg/kg para peixes associados a um teor
de histidina elevado e no ponto 1.27 definido 400 mg/kg para peixes associados a um teor de
histidina também elevado mas que sédo submetidos a um tratamento de Salmoura .

A histamina € a Unica amina biogénica submetida a regulamentac¢édo europeia, ndo
existindo qualquer referéncia aos restantes compostos aminados nem a outras matrizes
alimentares como as carnes fermentadas, os queijos ou 0s vinhos.

Por conseguinte, podem ser recolhidas amostras ao nivel do comércio a retalho, ndo
sendo possivel aplicar a norma estabelecida no artigo 14.° do Regulamento (CE) N°. 178/2002
ao abrigo da qual se deve partir do principio de que, se existir um produto do lote inapropriado
para consumo, todos os produtos desse lote serdo inapropriados (Parlamento Europeu e do
Conselho 2002).

3.5- indice de qualidade

Atualmente, a formacdo de aminas biogénicas tem sido considerada um indicador de
deterioragdo microbioldgica em produtos alimentares (Spano et al. 2010). O estudo Luiz e Silva
de comprova que é possivel relacionar o odor com a concentracdo de aminas presentes nas
matrizes de consumo alimentar, revelando que solu¢gfes aquosas de putrescina e cadaverina
conferem um odor tipico e percetivel em concentracdes de 22 e 190 ppm, respetivamente . Em
conformidade, na mesma publicacdo, € estabelecida uma relagcdo matematica entre a
concentracdo de aminas e o estado de deterioragcdo do pescado designada de indice de
qualidade quimica (IQQ) ou indice de aminas biogénicas (IAB).

Deste modo o IAB em pescado é calculado através da seguinte equagéo:

Histamina + Putrescina + Cadaverina

1 + Espermidina + Espermina

12
Inés Santos Pereira




Implementacdo do método analitico para determinagdo de aminas biogénicas em amostras de
pescado e produtos de pesca. Avaliacéo de processos para a sua formagao

Durante o processo de deterioracdo alimentar, ocorre gradualmente um aumento da
producdo de histamina, cadaverina e putrescina enquanto, simultaneamente, se verifica
também uma diminuicdo das aminas espermina e espermidina. O indice de qualidade é
representativo das condi¢cdes de higiene dos alimentos e dos processos produtivos a que estes
foram sujeitos. No pescado, se IAB <1 considera-se o produto de boa qualidade microbioldgica,
no entanto, se IAB >1 o pescado é considerado de ma qualidade, sendo impréprio para
consumo (Luiz and Silva 2014).

Este indicador de qualidade pode ser aplicado a outros produtos alimentares como a
cerveja, contudo, € necessario considerar aminas como a tiramina, a triptamina, a pB-
fenilalanina e a agmatina que séo frequentemente encontradas em produtos fermentados (Luiz
and Silva 2014).

1AB Histamina + Putrescina + Cadaverina + Tiramina + Triptamina + Fenilalanina

1 + Agmatina

Para cada matriz alimentar é possivel definir um indice de qualidade de aminas
biogénicas, sendo importante considerar a natureza do alimento, as condi¢des e 0s processos
industriais a que este foi submetido, considerando também a preferéncia do microbiota pelas
matrizes (Ozogul et al. 2018)

3.6- Metodologias analiticas para a detecao e quantificacdo de aminas
biogénicas

As aminas biogénicas sdo compostos interessantes na perspetiva da seguranca
alimentar, ndo s pela sua toxicidade mas também pela capacidade de se traduzirem num bom
indicador de degradacao alimentar. Por este motivo, € importante monitorizar a quantidade
destes compostos nitrogenados nos alimentos disponibilizados para consumo.

A detecdo e a quantificagdo de aminas biogénicas nos alimentos pode ser
efetuada através de inUmeras técnicas que tém vindo a ser desenvolvidas, nomeadamente:
cromatografia de fase gasosa (GC), cromatografia em camada fina (TLC), cromatografia liquida
de alta eficiéncia (HPLC) e ensaios bioguimicos como o teste, enzyme-lynked immunosorbent
assay, (ELISA) (Onal 2007).

Contudo, a cromatografia liquida de fase reversa ¢ o método mais empregue na
literatura cientifica para a determinagdo das aminas biogénicas, nao so devido as propriedades
fisicas e quimicas das mesmas, mas também em consequéncia do desenvolvimento da técnica
High-Performance Liquid Cromatography (HPLC) e do Ultra-Performance Liquid
Cromatography (UHPLC) ( Nufiez and Medina 2002).

A cromatografia em camada fina apesar de ser simples requer um tempo
excessivo de andlise o que pode conduzir a resultados imprecisos e pouco fiaveis. Ainda

assim, Carrascosa e Garci consideram que a técnica de TLC é bastante satisfatéria quando os
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pré-requisitos assentam num método simples, rapido e barato, como demonstraram estes
autores ao determinar a capacidade de producéo de aminas biogénicas, por parte de bactérias,
em meios de cultura liquida que contém os aminoacidos percursores correspondentes de cada
amina (Carrascosa and Garci 2005).

Por outro lado, a cromatografia gasosa quando associada a um detetor de
espectroscopia de massa, constitui uma alternativa bastante equiparada a cromatografia
liquida de alta eficiéncia. Contudo, uma vez que as aminas ndo sdo compostos naturalmente
volateis é necessario submete-las a um processo de acilagdo, mediado pela adicdo de um
agente derivatizante (Fernandes et al. 2001).

Em estudos como o de Fernandes et al (2001) é possivel constatar que certos
derivatizados de aminas sdo dificeis de volatizar, como € o caso das aminas tiramina e
histamina, mais notdrio nos derivatizados de histamina, que nem sempre adquirem capacidade
de volatilizagdo apos acilacdo, tornando-se por este motivo, a técnica de cromatografia liquida
mais usual para a determinag&o das aminas.

Os métodos de HPLC e UHPLC revelam mais acuracia, sensibilidade e repetibilidade
de resultados comparativamente aos restantes métodos mencionados revelando-se os mais
consensuais na literatura cientifica, referente a determinacdo de aminas biogénicas em
matrizes alimentares (Nufiez and Medina, 2002).

Os detetores utilizados frequentemente nestes sistemas cromatograficos sdo os UV-
Vis, detetor de radiac&@o ultravioleta-visivel, ou, Photodiode Array Detector, PAD. Nos ensaios
com aminas biogénicas é frequentemente utilizado o detetor PAD, uma vez que, permite
adquirir em simultdneo cromatogramas de diferentes compostos com diferentes comprimentos
de onda (Manetta et al. 2016).

Contudo, o sucesso da determinagdo cromatografica das aminas através das
técnicas de cromatografia liquida de elevada e ultra pressao, esta inerente a dois processos
determinantes, a extragéo e a derivatizacdo das aminas (Nufiez and Medina, 2002).

A extragcdo das aminas em matrizes alimentares sdlidas € obtida por hidrélise &cida,
referindo-se frequentemente, o acido cloridrico (HCI), o &cido perclérico (HCIO,), o &cido
tricloroacético (C,HCI;0,) e o0 acido metanosulfénico (CH,03S), ainda assim também podem
ser utilizados solventes organicos como o metanol e o acetonitrilo. Este procedimento pode ser
influenciado por inimeros aspetos como o tipo de &cido ou de solvente orgéanico utilizado, teor
de sal utilizado para saturar a amostra, pH e tempo e tipo de agitagdo que é infligido no
decorrer do processo (Hernandez and Saurina 2011). Alguns autores como compararam a
capacidade de extragdo de varios acidos em diferentes aminas, ndo conseguindo obter
resultados idénticos nas experiéncias (Moret and Conte 1996). Na escolha do acido extrator
deve ser tida em consideracao o tipo de matriz que se pretende estudar e ndo a amina que se
pretende determinar. Em continuacdo, estes mesmos autores relatam que o &cido cloridrico
com uma concentracdo de 0,1 M é uma boa opcdo para extrair aminas em queijos mas em

matrizes como carne e peixe o acido tricloroacético a 5% (m/v) permite melhores extracdes.
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No estudo desenvolvido por Custédio e colaboradores em 2007, foi também
comparado o poder extrativo de diferentes acidos, sendo concluido que com HCL 0,1 M é mais
simples e rapido extrair adequadamente as aminas biogénicas em queijos. Procedendo a
extracdo € imprescindivel efetuar a derivatizacdo do extrato, uma vez que as aminas
biogénicas ndo possuem grupos cromoforos na sua estrutura (Custédio and Tavares 2007).

Os grupos croméforos sdo descritos como grupos funcionais que possuem a
capacidade de absorver energia na regido espectral do ultravioleta e do visivel, a reacdo da
amina biogénica com o agente derivatizante promove a formacdo de um subproduto com
capacidade de absorver e emitir energia sob a forma de radiacdo. Os reagentes utilizados
frequentemente como agentes derivatizantes sdo o 4-cloro-3,5-dinitrobenzotrifluoreto (CNBF),
1,2-naftoquinona-4-sulfonato (NQS), 6-aminoquinolil-N-hidroxisucinimidil carbamato (AQC), o-
ftaldialdeido (OPA) e o cloreto de dansilo, sendo este Ultimo o composto utilizado
preferencialmente, uma vez que ndo derivatiza apenas aminas primarias como também
derivatiza aminas secundérias, originando derivatizados estaveis e passiveis de detecdo
(Hernandez and Saurina 2011).

Ainda assim, além dos métodos analiticos descritos, metodologias de imunoensaios
como o teste ELISA, comercializadas em kits, estdo a ser utilizados cada vez mais devido a
rapidez e sensibilidade alcancada. O kit ELISA é comercializado maioritariamente para controlo
rotineiro de Histamina e Tiramina (Pinheiro 2015), triando estas aminas sem a necessidade de
recorrer a metodologias mais dispendiosas. A utilizagdo deste método na determinacdo de
histamina em atum fresco e processado ja foi efetuada inUmeras vezes, contudo, para teores
de histamina elevados, esta técnica perde a viabilidade uma vez que muitos dos kits possuem
limites de quantificagdo maximo de 50 mg/kg (EFSA 2011).

Apesar das variadas metodologias desenvolvidas até a atualidade, a cromatografia
liguida é a Unica que permite a detecédo e a quantificacdo de todas as aminas biogénicas em
simultaneo (EFSA 2011).

3.6- Cromatografia Liquida: Fundamentos e principios tedricos

Os primérdios da cromatografia liquida moderna datam de 1903, quando o biélogo
russo Mikhail Semenovich Tswett separou pela primeira vez pigmentos provenientes de
plantas. Os pigmentos foram adsorvidos em papel de filtro e separados com uma mistura de
alcool e éter de petrdleo (Toldra and Nollet 2013).

O desenvolvimento da primeira coluna cromatografica deve-se também a Tswett que
objetivou uma maior eficiéncia e robustez nas separacdes, no entanto a designagéo
cromatografia surgiu trés anos depois em 1906, atribuida também por Mikhail Tswett, e resulta
da aliteragdo do termo “cromo” proveniente do grego “chroma”, que significa cor, com o termo
“grafia” que provém também do grego “graphe” que significa escrever. No ano de 1958 foi
concebido o primeiro cromatégrafo liquido projetado por Stanford Moore e William H. Stein com
0 intuito de analisar aminoacidos (Pacheco et al. 2015).
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Em suma, esta técnica fundamenta-se na separa¢éo de componentes presentes numa
dada mistura, consoante a afinidade que estes possuem para a fase movel e para a fase
estacionaria. Os compostos a separar e a fase mével, que pode ser gasosa, liquida ou ambas
(fluido super critico) atravessam a fase estaciondaria que possui por sua vez particulas porosas
ou solventes imisciveis com capacidade de reter componentes que possuam maior afinidade. A
este processo designamos de eluicdo (Porto,2014).

A partir de 1903, a cromatografia foi alvo de inUmeros estudos teéricos e
tecnoldgicos que foram colmatar na obtencdo de metodologias com capacidade de excelente
separacao de analitos, com alta resolucdo, com elevada eficiéncia e sensibilidade como a
técnica de High performance liquid cromatography (HPLC) e de ultra performance liquid
cromatography (UHPLC) (Toldra and Nollet 2013).

A técnica de HPLC é caracterizada pela utilizagdo de colunas de ac¢o inoxidavel
com didmetro interno entre 2-5 mm, no interior possuem um empacotamento esférico poroso
de tamanho compreendido entre os 3-10 um que permitem uma elevada eficiéncia na
separacdo dos compostos. A fase mével atravessa continuamente a coluna cromatografica
com pressdes bastante elevadas e fluxo controlado. Posteriormente os analitos vao ser
detetados por um detetor a saida da coluna. O sistema do HPLC encontra-se acoplado a um
software que traduz a informacé@o da separacédo, fornecida pelo detetor, num cromatograma
(Porto 2014).

O desenvolvimento posterior da técnica de UHPLC permitiu aumentar ainda mais
a eficiéncia da separacdo dos compostos, permitindo a utilizacdo de colunas cromatogréficas
com didmetro interno menor que 2 mm e empacotamento de 2 um, possibilitando a dete¢éo de
particulas com dimensdes menores, a aplicagdo de pressdes mais elevadas, superiores aos 14
000 psi, 0 aumento do fluxo, e por Ultimo a diminuicdo do consumo de solvente, uma vez que
na técnica de UHPLC o consumo de solvente € menor que na técnica de HPLC (Porto 2014).
Para além das vantagens mencionadas, a metodologia de UHPLC permite obter um
cromatograma com maior resolucdo e maior sensibilidade de detecdo dos compostos,
reduzindo o tempo de andlise, que se apresenta como uma desvantagem atribuida a
cromatografia liquida de alta press@o. Esta técnica tem vindo a tornar-se numa poderosa
ferramenta para a quantificagdo de compostos em andlises farmacéuticas, biomédicas,

ambientais e alimentares (Porto 2014).
3.6.1- Equipamento de UHPLC

O equipamento deste sistema cromatografico consiste em quatro componentes
essenciais, uma bomba, um sistema de injecdo, uma coluna de separacao e um detetor, Figura
3.2 (WHO 2018).

O sistema de bombagem é composto por um filtro de solvente que impede a
progressdo de particulas pequenas passiveis de danificarem o sistema. A bomba proporciona a
passagem da fase movel pela fase estacionaria a um fluxo controlado e a pressées elevadas.

Este componente permite também, fixar ou variar, a propor¢éo dos constituintes da fase mével
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no decorrer da corrida cromatografica, obtendo-se uma eluicdo isocratica, caso as
percentagens de solvente da fase mdével ndo variem, ou uma eluicdo em gradiente, se a
percentagem dos solventes variar ao longo da separacao (Porto 2014).

O sistema de injecéo é responsavel por injetar uma quantidade exata de amostra na
fase movel, que se encontra a ser bombeada constantemente para a coluna cromatogréfica.
Este sistema de injecao é automatizado, possibilitando a programacao de inje¢8es continuas.

A coluna de separacdo é o elemento mais variavel do equipamento, podendo
apresentar varios comprimentos, diametros, empacotamentos e polaridade, estes parametros
técnicos devem variar consoante os compostos a analisar. Quando a fase estacionaria revela
um caracter mais polar que o da fase mdvel, o processo cromatografico € designado de
cromatografia de fase normal, contudo se a fase estacionaria for menos polar que o solvente, a
metodologia pode designar-se de cromatografia de fase reversa. Recentemente, as fases
estacionérias mais utilizadas possuem silica quimicamente modificada e as fases méveis sédo
normalmente polares (Porto 2014).

Em cromatografia de fase reversa, RP-HPLC, o enchimento da coluna utilizado, é
geralmente constituido por silica quimicamente modificada, Tabela 3.4. O grupo funcional mais
utilizado nesta cromatografia € o octadecil (C18). Ainda assim o tempo de reten¢do pode ser
otimizado através do ajuste da composi¢édo da fase movel (Toldra and Nollet 2013).

Este tipo de metodologia, cromatografia de fase reversa, é fortemente utilizado nas
indUstrias farmacéuticas e alimentares, uma vez que se obtém separacfes mais eficientes e
reprodutiveis devido a estabilidade das colunas de silica modificada.

A temperatura da coluna também pode ser um fator a controlar para aumentar a
eficiéncia da separacdo, embora muitas separacfes sejam realizadas a temperatura ambiente,
0s sistemas atuais possuem estufas de modo a regular a temperatura a que ocorre 0 processo

de separacéo (Porto 2014).

Tabela 3.4: Fases estacionarias de cromatografia reversa (Porto 2014)

Nomenclatura Estrutura molecular da Abreviatura

fase estacionaria

n-Octil Si-(CH,),-CHs Cs
n-Octadecil Si-(CH2)17-CH3 Cis
n-Fenil Si-(CH2)n-(CeHs) CeHs
n-Cianopropil Si-(CH)s-CN CN
n-Aminopropil Si-(CHz)s-NH, NH,

O detetor é o sistema que monitoriza continuamente o eluente que sai da coluna
cromatografica, permitindo a detecdo e a quantificacdo dos analitos. Os detetores mais

utilizados nestes equipamentos sdo os detetores espectrofotométricos, os detetores de
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fluorescéncia, de indice de refracdo, de massa, de dispersdo de luz e ainda detetores
electroquimicos (Porto 2014).

Os detetores de HPLC/UHPLC devem cumprir determinados requisitos para que seja
garantida a eficiéncia da quantificacdo, deste modo, estes componentes devem possuir
elevada sensibilidade, limites de detecdo suficientemente baixos, boa estabilidade e
reprodutibilidade do sinal e resposta rapida ao sensor. Ainda assim, o sinal do detetor ndo deve
ser influenciado pela temperatura, pela velocidade do fluxo e pela composigéo da fase mével.

Os tipos de detetores mais utilizados s&o os detetores de UV/Vis e o de fluorescéncia.
Os sinais emitidos pelo detetor sdo enviados para um dispositivo de recolha de dados, onde
sdo processados todos os registos qualitativos e quantitativos do processo cromatografico,
originando-se um cromatograma (Porto 2014).

A quantificacdo e a identificagdo dos analitos eluidos, é conseguida através da
comparacao dos tempos de retencéo e das areas dos picos respetivos, com solugdes padrbes

dos quais os tempos de retencdo e as concentracdes sdo conhecidos (Waters 2018).

Sistema de recolha

de dados

F Bomba Detetor
! —_— Coluna .

+ (- C il

®

Injetor

Figura 3.2: Diagrama operativo do sistema de UHPLC (Porto 2014).

3.7- Parametros de controlo de Qualidade e validacéo

A variabilidade de erros que podem suceder, aquando o decorrer de um ensaio interno
laboratorial, pode comprometer significativamente o valor do resultado final. Nessa medida, &
necessario que existam critérios universais e objetivos que confiram credibilidade ao método
desenvolvido e aos resultados que dele provém.

A garantia da qualidade de um método desenvolvido ou adaptado requer que sejam
cumpridos determinados principios de controlo de qualidade, que embora ndo garantam a
qualidade dos resultados, permitem aumentar a probabilidade da metodologia ser adequada
para a sua finalidade (Comisséo Técnica de Quimica 2011).

O controlo de qualidade, bem implementado e apropriado, revela se o laboratério
possui equipamentos aptos para as analises que efetua, se o trabalho foi realizado por
profissionais competentes, com formacdo e também se foi seguido um método validado
documentado (Eurachem, 2002).0s principios que regem este controlo foram formalizados em
varios protocolos, os mais utilizados e reconhecidos estdo organizados em trés grupos, 1SO /
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IEC 17025: 1999, norma que se refere a competéncia técnica dos laboratérios, testes
especificos e calibragdes, 1SO 9001:2015, norma que se refere a gestdo de qualidade das
instalacdes onde ocorrem as andlises quimicas, e principios da OCDE de Boas Praticas de
Laboratério (BPL): 1998, estas diretrizes estao relacionadas com a organizacdo dos processos
e das condicbes que cada laboratério adota para realizar estudos associados a
regulamentacdo (Eurachem, 2002).

A confirmacéo de que os métodos sdo apropriados para o uso pretendido, advém de
um processo de validagéo.

A validacdo de um método, segundo a ISO 5725-1:1994 é o processo utilizado para
garantir que o procedimento empregue num determinado ensaio, teste ou metodologia é o
adequado para o fim pretendido. Os resultados que se obtém desta analise tedrica conferem
robustez, fidedignidade e qualidade a pratica laboratorial desenvolvida. A validade de qualquer
andlise interna deve ser explicitada através do recurso a amostras padrdo que sao similares as
amostras em estudo. A execucdo e toda a preparacdo indispensavel a experiéncia devem ser
descritas, caracterizadas e efetuadas em equipamentos e instrumentos que se encontrem
devidamente calibrados e que cumpram as especificacbes estabelecidas para o correto
funcionamento.

Os requisitos estipulados para a validacdo de um método interno sdo a gama de
trabalho, a linearidade, os limites de detec&o e de quantificacéo, a precisdo, a repetibilidade e a

exatidao.

° Gama de trabalho:

A gama de trabalho corresponde ao intervalo compreendido entre o valor inferior e o
valor superior da concentracdo do analito determinada com precisdo, exatiddo e linearidade,
nas condi¢cdes estabelecidas para o ensaio. Dentro da gama de trabalho pode existir uma
gama de trabalho linear, onde a resposta do sinal terd uma relacdo linear com o analito. Os
fatores limitantes do limite inferior da gama serdo o limite de detecdo e o limite de
quantificacdo. O limite superior depende do sistema de resposta do equipamento (Comissao
Técnica de Quimica 2011)

. Linearidade:

A linearidade traduz-se na eficacia de um método em produzir resultados diretamente
proporcionais a concentragdo do analito em estudo nas amostras analisadas (Ribani et al.
2004). Para determinar a linearidade é necessario que seja conhecida a relacdo entre a
resposta medida e a concentracdo do analito, recorrendo-se a padrbes internos e padrdes
externos.

A linearidade pode ser obtida através de uma expressdo matematica que permite

determinar a concentracéo do analito na amostra:

y=ax+b
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Em que,

y= resposta medida (absorvancia, area do pico)

X= concentracao

Q
1

declive da curva de calibracdo

o
1

intersec¢do com o eixo do y, quando x=0

Pode avaliar-se a linearidade através de um grafico entre os resultados dos ensaios em
funcdo da concentracdo do analito ou entdo a partir dos calculos da regressao linear. O
coeficiente de correlacao linear, r, € um parametro inerente as regressées lineares que indica o
quanto a reta pode ser considerada adequada como modelo matematico, é requerido um valor
superior a 0,995. A adequacéo da reta também pode ser verificada por meio de um modelo
estatistico, através do célculo dos residuos entre os valores medidos e os valores calculados a
partir da regresséo. Partindo-se de um conjunto de pares ordenados, calculam-se as funcdes
de calibracédo linear e nao linear, assim como os respetivos desvios-padréo residuais (Relacre
2000).

residuo

tcalculado =
Sr/\n
Em que:
residuo = |xmedido — xcalculado|
Sr = desvio padrao dos residuos

n = nimero de pontos

. Limite de detecéo

O limite de detec&o (LD), é considerado a concentragdo minima do analito que pode
ser detectada na amostra. Este pardmetro refere-se a concentragcdo minima medida acima da
qual a existe a possibilidade de se detectar o analito com certeza estatistica admissivel (Ribani
2004).

O LD pode ser calculado através de uma equagéo:

LD = x0+ 3,3 xs0

Em que:

x0= média aritmética do teor medido numa série de brancos, preparados de forma
independente

s0= desvio padrao associado a x0

O limite de detecao também pode ser calculado através de uma relagdo sinal/ruido,

comparando-se as medi¢cdes dos sinais do analito na amostra, em baixas concentracfes
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conhecidas, e um branco dessas amostras. As relacfes 3:1 e 2:1 sdo as geralmente aceites
como estimativas do limite de detecéo (Relacre 2000).

Limite de quantificacéo

O limite de quantificacdo, LQ, refere-se a concentragdo mais baixa do analito que se
consegue guantificar com nivel aceitavel de precisdo e exatiddo. Geralmente corresponde ao
padrdo de calibracdo com concentracdo mais baixa (Comissao Técnica de Quimica 2011). O
LQ pode ser calculado através da razdo sinal ruido, 10:1, ou através de uma equacado

semelhante a utilizada para determinar o limite de detecéo.

LQ =x04 10 *s0
Em que:
x0 = média aritmética do teor medido numa série de brancos, preparados de
forma independente

s0= desvio padrdo associado a x0

) Precisao

A precisdo é geralmente expressa pelo desvio padrdo, contudo também se pode
exprimir através da repetibilidade e da reprodutibilidade. Este requisito avalia a dispersao de
resultados entre analises independentes, referentes a mesma amostra, e/ou padrdo, nas
mesmas condi¢cdes.

A repetibilidade e a reprodutibilidade sdo inerentes a concentracdo de analito, sendo
importante determiné-las para diferentes concentracfes do mesmo, devendo ser estabelecida
uma relacéo entre a precisdo e a concentracdo do analito.

O desvio padrdo é normalizado com base na concentracdo de amostra o que lhe
confere praticamente invariancia ao longo da gama de trabalho (Comisséo Técnica de Quimica

2011).

o Repetibilidade

A repetibilidade consiste na uniformidade e na consisténcia dos resultados oriundos de
medic¢des sucessivas de um mesmo ensaio, todas elas efetuadas nas mesmas condi¢des:

- Mesmo procedimento

- Mesmo observador

-Mesmo equipamento utilizado

- Mesmo local

- Repeti¢cbes realizadas com pouca distancia temporal
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Este parametro tedrico pode ser expresso consoante a dispersdo dos resultados e
pode ser definida por meio de andlise de padrdes, material de referéncia ou adicdo de branco
em varias concentracdes que se encontrem dentro da gama de trabalho.

Uma forma de garantir que existe repetibilidade é através do célculo do limite de
repetibilidade “r’, a partir do desvio padrao dos resultados de ensaios efetuados nas mesmas
condicbes. Este calculo determina se a diferenca entre as analises duplicadas de uma amostra
€ significante.

Para um nivel de confianga de 95%, o limite de repetibilidade (r) calcula-se da
seguinte forma:
r=2,8*Sr
Onde:

Sr — corresponde ao desvio-padréo dos resultados considerados

Contudo se forem realizados mais do que dois ensaios, duplicados, o limite de

repetitividade (r) é calculado de acordo com a Norma ISO 5725-6 (Relacre 2000).

. Recuperacao

A recuperacdo € obtida pela analise de amostras as quais lhes sao adicionadas
quantidades conhecidas do analito em pelo menos trés concentragfes diferentes, perto do
limite de detecgéo, proxima do valor maximo da gama de trabalho, ou ainda no valor médio da
gama de trabalho.

O célculo da recuperacgédo traduz-se na seguinte expressao:

) (C1-C2)
recuperagdo (%) = 3 * 100

Em que,

C1- Concentracdo do analito na amostra que sofre adicdo do mesmo
C2- Concentragdo do analito na amostra que ndo sofre adicao

C3- Concentragdo do analito adicionado

Porém, o célculo da recuperacdo possui uma limitagdo, uma vez que o analito
adicionado nédo se encontra na mesma forma que a amostra, a adicdo de uma concentracdo de
analito mais facilmente detetavel pode resultar em percentagens de recuperagao superiores as

realmente obtidas (Relacre 2000;Comisséo Técnica de Quimica 2011).
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3.8- Aminas Biogénicas: Microrganismos produtores

Atualmente, existe uma grande variedade de estudos publicados que referem a familia
das Enterobactereaceas como o microbiota mais frequentemente encontrado em produtos
contaminados com elevado teor de aminas biogénicas, quer pescado, quer produtos carneos.

As Enterobacteriaceae sdo uma familia de bactérias Gram-negativas que possuem 51
géneros e 238 espécies de bactérias. Esta grande familia procarionte é caracterizada por ser
anaerodbia facultativa, produzindo &cido a partir da fermentacdo da glucose (ISO 21528-2
2016).

N&o obstante, destacam-se as bactérias Morganella morganii, Klebsiella e Hafnia como
as principais enterobacterias encontradas no pescado proveniente do oceano, sendo também
aguelas comummente associadas a surtos de intoxicacdo histaminica (Silveira et al. 2001). As
bactérias que produzem histidina descarboxilase, supra mencionadas, sdo maioritariamente
mesdfilas (Fallis 2013) e encontram-se naturalmente nas branquias, na pele, nos intestinos e
na cavidade abdominal dos peixes (Kim et al. 2001).

Contudo, em produtos cérneos, existe maior abundancia de aminas como a Putrescina
e Cadaverina, especialmente apés a fase de rigor mortis, quando se inicia o processo de
putrefacdo. As espécies identificadas como principais produtoras destas aminas sédo as
Pseudomonas spp, nomeadamente da amina putrescina, e mais uma vez as
Enterobacteriaceae, que produzem também a amina cadaverina. Também as espécies dos
géneros Streptococcus do grupo D e Proteus (Trabulsi and Alterthum 2015) podem ser
encontradas frequentemente em produtos resultantes de fermentacéo, estando associadas a
producéo de tiramina.

A producdo de aminas ocorre apenas a uma temperatura superior a 4°C e apés um
periodo de 4h de exposi¢cdo a essa temperatura. As bactérias produtoras destes metabolitos
podem ser inativadas através de processos térmicos como a congelacdo ou aguecimento,
contudo, apds contaminacdo com o metabolito, nenhum tratamento térmico é eficiente na
destruicdo da amina (Gomes et al. 2014).

A organizacdo Food Drugs Administration (FDA) defende que algumas das bactérias
produtoras de histidina descarboxilase sédo halofilicas (FDA 2001) o que significa que em
produtos salgados também é suscetivel o aparecimento de aminas biogénicas. A Organizagéo
das nac¢bes unidas para a alimentacdo e agricultura 1997, confirmou o caracter halotolerante
de Morganela morganni, demonstrando que, mesmo ndo sendo muito resistente ao NacCl, ela
consegue desenvolver-se em meios que contenham até 5% de NaCl. Segundo (Morii and
Kasama 2004) o Photobacterium phosphoreum é capaz de produzir a enzima histidina
descarboxilase em culturas com 5% de NaCl armazenadas a 7°C. No entanto, para além de
halofilicas também podem possuir um caracter anaerobio facultativo podendo existir producéo
de descarboxilases em peixes que se encontram embalados. No estudo desenvolvido por
Emborg e colaboradores em 2006, é comprovado que a maioria das bactérias existentes no
atum fresco embalado em atmosfera modificada com 60% de diéxido de carbono e 40% de

azoto, quando este se encontra em decomposicdo sdo semelhantes a Morganella morganii,
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originando mais de 5000 mg/kg de histamina apds 24 dias armazenados a temperatura de
1,7°C.

3.9- Metodologias de identificagdo de microrganismos produtores de
aminas

As espécies produtoras de enzimas descarboxilase sdo geralmente introduzidas no
pescado durante o manuseamento pés captura, considerando-se de extrema importancia, do
ponto de vista da qualidade e da seguranca alimentar, que sejam desenvolvidos métodos
consideravelmente rapidos de identificacdo destes microrganismos (Gouveia 2009).

O meio de Niven foi o primeiro meio de cultura a ser utilizado na identificagdo de
bactérias produtoras de histamina, apresentando-se como um método de rastreamento. Este
meio traduz-se na utilizagdo de um indicador cromatico com intuito de conferir as batérias
histidina descarboxilase uma tonalidade purpura (Dias 2013).

Porém, autores como Roig-Sagués et al. (1997) descrevem a presenca de falsos-
positivos e falsos negativos, devido a formacgédo de compostos alcalinos que aumentam o pH do
meio e conferem a outras bactérias a coloragdo purpura caracteristica das bactérias histidina
descarboxilase. Por esse motivo, o cerne de inUmeros estudos j& publicados, tem sido a
utilizacdo e desenvolvimento de métodos moleculares para a determinacdo e identificacdo de
microrganismos produtores de histamina e de outras aminas biogénicas. Estes métodos sdo
independes de cultivo e permitem uma maior acuracia nos resultados, porque recorrem a
varios genes alvo possibilitando a identificacdo e/ou quantificacdo de todas as bactérias
envolvidas na produgéo de aminas biogénicas numa determinada amostra.

As técnicas de Polymerase Chain Reaction, PCR, e de hibridizacdo de DNA sé&o as
metodologias mais usuais, apresentando vantagens como: rapidez, sensibilidade, simplicidade
e especificidade na detecdo dos genes alvo (Takahashi et al. 2003).

A biologia molecular permite a antecipacdo de medidas de controlo que impeg¢am o
desenvolvimento dos microrganismos presentes. Entre as técnicas moleculares utilizadas, a
Multiplex PCR é a mais utilizada na dete¢cdo de estirpes potencialmente produtoras de
histamina, tiramina, putrescina, cadaverina e feniletilamina, uma vez que a detecéo de todas as
aminas pode ser efetuada em simultaneo.

Ainda assim, segundo Bjornsdéttir-Butler et al. (2010), a metodologia mais usual é a
complementaridade entre as técnicas, efetuando-se uma primeira fase de cultivo em meio
diferencial, procedida por uma segunda fase de verificagdo de resultados através de técnicas

moleculares.
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3.9.1- Metodologias de identificacdo de microrganismos: Testes
automatizados

A microbiologia clinica € uma vertente cientifica que ainda utiliza técnicas pouco
automatizadas quando comparadas com a quimica ou com a imunologia que tém vindo a
tornar-se ciéncias cada vez mais recorrentes de equipamentos e sistemas informaticos.

Contudo, nos ultimos 20 anos, foi notdrio o desenvolvimento de inUmeros sistemas
automatizados de identificacéo bacteriana no ambito da microbiologia, tornando-se o panorama
desta ciéncia menos moroso, mais econdémico € menos questionavel, uma vez que a
probabilidade que ocorram erros de determinacao, classificacdo, ou ainda resultados dubios,
falsos negativos ou falsos positivos, é quase nula (Ligozzi et al. 2002).

O sistema Vitek, foi desenvolvido na década de setenta do século passado, evoluindo
até a atualidade como Vitek 2, sendo caracterizado como um sistema que executa todos os
passos necessarios para a identificacdo bacteriana, através de um in6culo primério isolado.
Esta metodologia permite combinar um sistema 6tico com um fluorimetro multicanal facultando

leituras de fluorescéncia, turvacgéo e colorimetria, Figura 3.3 (Pincus 2010).

Figura 3.3: VITEK 2 Compact Instrument and Workstation (Pincus 2010)

O sistema Vitek 2 foi desenvolvido especificamente para microbiologia industrial e
clinica existindo atualmente quatro cartdes de reagentes disponiveis para a identificacdo de
diferentes classes de organismos.

Os cartfes de analise utilizados no Vitek 2, possuem 64 pocos, cada um contendo um
teste individual onde podem vir a ser medidas varias atividades metabdlicas como a
acidificacdo, alcalinizagcao, hidrélise enzimatica, crescimento na presengca de inibidores,
producédo de enzimas descarboxilase, assim como outros. Os cartbes possuem ainda codigos
de barras que permitem o acesso a informacdes sobre o produto, como o nimero do lote e a
data de validade, Figura 3.4 (Pincus 2010).

Contudo, para que os resultados das analises sejam crediveis é necessario tomar em
consideragdo parametros de cultura e inoculagcdo requeridos pelo sistema, como o tipo e o
tempo do meio de cultura e a turbidez do in6culo, que deve ser medida obrigatoriamente antes
de se efetuar a andlise, sendo estipuladas densidades 6timas de andlise consoante a bactéria

a determinar (Pincus 2010).
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-

Figura 3.4: Cartas de identificagdo colorimétrica (Pincus
2010)
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4- Materiais e Métodos

Na presente dissertacdo todos os métodos analitcos foram efetuados no Departamento
de Alimentacéo e Nutricao do Instituto Nacional de Salde Doutor Ricardo Jorge, IP.

O estudo aqui apresentado traduz-se no desenvolvimento de uma metodologia, a ser
empregue no método de cromatografia liquida de ultra performance, UHPLC, que possui como
principal intuito a determinacdo de aminas biogénicas, com recurso a utilizagdo de padrées. A
metodologia desenvolvida teve como base o trabalho anteriormente realizado no laboratério de
referéncia do Departamento de Alimentacdo e NutricAo por (Mendes 2018). As matrizes
alimentares selecionadas para o estudo sédo, atum fresco, atum enlatado e camarao congelado.

Em simultdneo foi também avaliado o desenvolvimento microbiolégico, com visa a
possivel identificacdo e detecdo de espécies produtoras de aminas. Estes ensaios foram
efetuados em amostras de atum em conserva imediatamente apdés abertura (TO) e em
amostras de atum fresco e camardo congelado imediatamente apds aquisicdo (TO) e com
diferentes condi¢Bes de conservacao (T1, 24 horas; T2, 48 horas e T3, 120 horas a 3+2°C).

As aminas cadaverina, putrescina, histamina, triptamina e tiramina foram extraidas das
matrizes com &cido tricloroacético TCA a 5% (m/v) sendo o pH da extracdo neutralizado com a
adicéo de NaOH.

O extrato resultante foi posteriormente derivatizado com o reagente 6 aminoquinolil-
Nhidroxisucinimidil carbamato (AQC).

A separacdo e analise dos compostos aminados foi efetuada através do método de
UPLC® Acquity da Waters®, cromatografia de fase reversa, com detetor PDA a 260 nm de
comprimento de onda.

A identificagdo dos metabolitos foi efetuada por comparacdo com os tempos de
retencdo dos respetivos padrdes.

4.1- Amostras

As amostras selecionadas, nomeadamente, atum fresco, conservas de atum ao natural
e camarao congelado foram adquiridas em superficies comerciais, na regiao da grande Lisboa.

As matrizes foram preparadas, segundo a norma ISO 6887:2017, parte 3: regras
especificas para a preparacdo de peixe e produtos da pesca, e submetidas a um periodo de
refrigeracdo a 3 = 2°C, compreendido entre Oh a 120h, procedendo-se simultaneamente a
identificacdo e quantificagdo das aminas biogénicas e a pesquisa microbiologica de bactérias
produtoras destes metabolitos nos tempos Oh, 24h, 48h e 120h.

No estudo foram utilizadas 3 amostras de atum fresco, AF1, AF2, AF3, compradas no
mesmo local e em semanas diferentes, 8 amostras de atum em conserva, C1, C2, C3, C4, C5,

C6, C7 e C8 e uma amostra de camarao proveniente de aquacultura, Tabela 4.1.
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Tabela 4.1: Caracteristicas e proveniéncia das amostras selecionadas na presente dissertagdo e
respetiva sigla de denominagéo

Tipo de amostra Sigla Origem / Ingredientes
Producéo

Atum Fresco AF1 Atlantico centro

Atum Fresco AF2 Atlantico nordeste

Atum Fresco AF3 Atlantico centro

i 0 A 0
Atum Conserva c1 Produzido em Atum (70%), Agua (29%) e
Portugal sal (1%).

Atum Conserva Cc2 Produzido em Atum (70%), agua e sal

Portugal

Atum Conserva C3 Produzido em Atum, agua e sal
Portugal, Agores

Produzido em

Atum Conserva C4 Atum (70%), agua e sal
Espanha
Atum Conserva C5 Produzido em Atum (70%), agua e sal
Espanha '
I 0, A 0,
Atum Conserva c6 Produzido em Atum (70%), agua (29%) e
Portugal sal (1%)
Atum Conserva C7 Produzido em Atum (70%), agua e sal
Portugal
1 0, A 0,
Atum Conserva cs Produzido em Atum (70%), agua (29%) e
Portugal sal (1%)
Camaréo de Proveniente do
aquacultura —_— Vietnam

4.1.1- Preparacdo das amostras

e Preparacédo da amostra de atum fresco

A amostra de atum fresco foi seccionada cuidadosamente em camara de fluxo laminar,
com recurso a bisturis higienizados em &alcool 70% (v/v) e flamejados a chama. A pele, as
escamas e as espinhas/ossos que foram separadas e removidas do musculo do peixe, foram
seladas e descartadas para o contentor de eliminagdo de residuos. O musculo do atum foi
deixado em refrigeragdo, 3 + 2°C, durante um periodo de 24h, 48h e 120h para posterior

andlise quimica e microbiolégica, procedendo-se de imediato a analise do tempo Oh.
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e Preparacéo das amostras de conserva

As conservas selecionadas para a andlise foram submetidas a um processo de
higienizacdo antes da sua abertura, por lavagem em agua corrente, com principal insisténcia
na zona de abertura e em redor da anilha, e por secagem. No mesmo instante foram
flamejadas ap6s passagem com algoddo embebido em alcool 70% (v/v). De seguida as
conservas foram abertas em camara de fluxo laminar, retirando-se cuidadosamente todo o
contetido das embalagens metélicas, com o auxilio de uma colher de plastico estéril, para uma
saco de recolha de amostra estéril.

Ap0s este processo de preparacdo procedeu-se a analise quimica e microbiolégica.

e Preparacdo da amostra de camardo congelado

A amostra de camardo foi descongelada e armazenada sob refrigeragdo a uma
temperatura de 3 + 2°C, durante 24h, 48h, 120h. Apo6s término dos referidos periodos,
removeu-se meticulosamente o cefalotérax e o restante exosqueleto do camardo restando
apenas para analise o0 musculo. Este processo de manipulagéo foi efetuado em camara de
fluxo laminar, procedendo-se imediatamente as determinagdes quimicas e microbioldgicas. O
ensaio do tempo 0 horas ocorreu 1h30m apdés o camardo ser submetido ao processo de

descongelagéo.

4.2- Laboratério de Quimica - Quantificacdo das aminas biogénicas

4.2.1- Reagentes e padrbes

Os reagentes utilizados foram os seguintes: Acido tricloroacético (TCA) com grau de pureza
99,5% da marca Merck, EMD Millipore Corporation; Acido cloridrico (HCI), 0,1 N, Carloerba;
Hidroxido de Sédio (NaOH), 6 N da marca Merck, EMD Millipore Corporation; Conjunto de
reagentes Waters®, AccQ Tag Ultra Chemistry Kit, constituido pelo derivatizante AccQ-Tag
Ultra Reagent Powder, 6 aminoquinolil-N-hidroxisucinimidil carbamato, pela solu¢do tampéo
AccQ-Tag Ultra Borate Buffer e pelo diluente do derivatizante AccQ-Tag Ultra Reagent Diluent,
acetonitrilo; Agua, com pelo menos grau Il de pureza, proveniente de um sistema de
purificac@o Mili-Q (Millipore).

Os padrdes utilizados foram os seguintes: Histamina (CsHgN3), para HPLC, com grau de pureza
= 99,9%, Sigma-Aldrich;Tiramina (CgH;;NO), para HPLC, com grau de pureza de 99% , Sigma-
Aldrich; Triptamina (CioHi2N,), para HPLC, com grau de pureza de 98%, Sigma-Aldrich;
Cadaverina (CsH4N,), para HPLC, com grau de pureza 297%, Sigma-Aldrich; Putrescina
(C4H:N,), para HPLC, com grau de pureza = 98,5%, Sigma-Aldrich; 1,7-Diaminoheptano
(NH,CH»(CH,)sCH,NH,), com grau de pureza de 98%, Sigma-Aldrich
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4.2.2- Equipamento

Moinho de facas (Grindomix), marca Retsch modelo GM 200; Balanca analitica, modelo XP
205, com precisdo de 0,0001 g, Mettler Toledo; Vortex, modelo VP-1, Grant-Bio; Agitador
horizontal, modelo KS-15, Edmund Buhler; Centrifuga, modelo5804R, Eppendorf; Estufa,
modelo Beschickung 100-800 com controlo de temperatura 101,5 + 2,0 °C, Memmert; Sistema
de UPLC® da Waters®, modelo Acquity, com detetor PDA; Coluna analitica C18, de fase
reversa, ACCQ-TAG Ultra C18 com 2,1 mm de didametro e 100mm de comprimento; Arca

congeladora, -20°C, Whirlpool; Ultracongelador, -80°C, critério de aceitagao < -70°C.

4.2.3- Preparacao de solucdes

e Preparacdo da solucdo de &cido tricloroacético, 5% (m/v)

Pesou-se numa balanca analitica 5 g do reagente TCA para um baldo de vidro

certificado, de 100 mL, perfazendo-se o volume com agua ultrapura MiliQ e agitando-o no final.

- Solucdes padrao

e Preparacdo das solugbes padrdo de Histamina, Tiramina, Triptamina,

Cadaverina e Putrescina

Pesou-se individualmente 22,5 mg de cada padrdo numa balanca analitica, para um
baldo certificado de 10 mL. Perfez-se o volume com acido cloridrico 0,1 M. O balédo foi fechado

e agitado até completa dissolucao.

e Preparacédo da solugéo de padrdo interno

Foi pesado numa balanc¢a analitica 5250 mg do reagente 1,7-Diamianoheptano, (DAH),
um balé@o certificado de 100 mL perfazendo-se o volume do mesmo. O baldo foi fechado e

agitado.
¢ Reconstituicdo do derivatizante

Previamente ao ensaio cromatografico, as amostras tém que sofrer um processo de
derivatizacdo, os reagentes utilizados nesta etapa experimental pertencem ao kit da Waters®,
AccQ Tag Ultra Chemistry.

O agente derivatizante, AccQ-Tag Ultra Reagent Powder, presente no kit supracitado,
requer reconstituicao através da adigdo de 1 mL do reagente AccQ-Tag Ultra Reagent Diluent,

exigindo, apds agitacdo mecanica no vortéx, a encubacéo durante 10 min a 55°C.
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4.2.4- Extracdo das amostras

Todas as amostras sofreram um processo de extracdo idéntico, iniciado pelo
fracionamento e homegeneizacdo num moinho mecénico (Grindomix GM 200). As amostras
foram pesadas em balanca analitica, cerca de 2 g de cada toma de amostra, em duplicado
para um tubo coénico de 50 mL, adicionando-se sequencialmente 9,3 mL da solugdo de TCA
5% (m/v), preparada no préprio dia, e 180 pL da solugdo padrdo de 1,7-Diaminoheptano,
previamente diluida na razdo de 1:10. Ap6s 30 min em agitacao vigorosa, foram adicionados
500 pL de NaOH, para neutralizar o pH da extracéo, e procedeu-se no imediato a centrifugacéo
dos tubos durante 15 min, a 20°C e 3.234 x g .

O sobrenadante foi removido cuidadosamente com uma pipeta de pasteur e filtrado por
filtros de seringa com membrana GHP de 25 mm e poro 0,2 um.

Os filtrados foram armazenados em tubos de 2 mL, distribuindo-se equitativamente 1
mL por tubos, e ultracongelados a -80°C.

Foram preparadas simultaneamente amostras com adicdo de padréo, adicionando-se
aguando da extracdo, 500 pL de cada padrdo de Histamina, Putrescina, Cadaverina,

Triptamina, e Tiramina a 2250 mg/L.

4.2.5- Derivatizagédo das amostras

Preparado o regente de derivatizacdo, procedeu-se a derivatizagdo dos extratos
amostrais pipetando-se para um vial 80 pL de tampao AccQ-Tag Ultra Borate Buffer, 10 pL do
extrato e 20 pL de agente derivatizante. Apds agitacdo mecénica dos viais em vortéx, estes
foram também deixados a incubar por 10 min a 55°C na estufa.

4.2.6- Analise cromatografica

As condi¢Oes estabelecidas para a andlise cromatografica foram as seguintes, Tabela 4.2.

Tabela 4.2: Condi¢6es da analise cromatografica

Condicdes estabelecidas para a analise cromatografica

Fluxo 0,7 mL/min

Eluente A: 5% AccQ Tag Ultra Eluente A
(formato de aménio em agua /acetonitrilo/acido
Fase Movel formico, 84: 10: 6) e AccQ Tag Ultra

Eluente B: 2% de acido férmico em acetonitrilo

Coluna analitica AccQ-Tag Ultra da marca
o Waters®, de fase reversa contendo silica
Fase estacionéria o N
polimericamente modificada com C18, 100 x 2,1

mm
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Tabela 4.2: Condi¢Ges da andlise cromatogréfica
(continuacgéo)

Condicdes estabelecidas para a andlise cromatografica

Detecéo UV/Vis: 260 nm para todas as aminas

Tabela 4.3: Condi¢Oes aplicadas na eluicdo em gradiente

Tempo (min) Eluente A (%) Eluente B (%)
0 99 0,1
0,54 99 0,1
5,74 85 15
7,77 40 60
8,73 40 60
10 99 0,1

e |dentificacdo das aminas

Todos os analitos foram identificados por comparacdo com os cromatogramas dos

padrdes utilizados.
¢ Quantificacdo das Aminas

A gquantificacdo dos analitos foi efetuada num sistema de tratamento de dados que se
encontra associado ao UHPLC da Waters®.
O software Empower permitiu calcular a concentragdo das aminas biogénicas através

das areas dos picos e das curvas de calibragcdo previamente construidas.

4.3- Laboratério de Microbiologia- Determinacdo, quantificacédo e
iIdentificacdo de microrganismos

4.3.1- Meios de cultura e reagentes

Agua peptonada tamponada (APT), Dilubag 3L, Biomerieux SA; Triptona sal (TS) Diluent,
Biokar; Meio plate count Agar (PCA): Composto por 5,0 g de extrato de digestdo enzimatica de
caseina, 2,5 g de extrato de levedura, 1 g de glucose anidra, 9 g a 18 g de agar, dependendo
da sua consisténcia, e 1000 mL de agua. Segundo a norma ISO 4833, referente a contagem a
30°C + 1°C; Meio Violet red bile glucose agar (VRBG): Composto por 7,0 g de extrato de
digestdo enzimatica de tecidos de animais, 3,0 g de extrato de levedura, 1,5 g de extrato de
sais biliares, 10,0 g de glucose, 5,0 g de cloreto de sddio, 0,03 g de vermelho neutro, 0,002 g
de roxo cristal, 9 g a 18 g de agar, dependendo da consisténcia do agar, e 1000 mL de agua.
Segundo o Anexo A, Capitulo A.2 da I1SO 21528, referente a dete¢do e contagem de

Enterobactereaceas; Meio columbia agar com 5% de sangue desfibrinado de carneiro (COS):
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Composto por 12,0 g de hidrolisado pancreatico de caseina, 5,0 g de hidrolisado péptico de
tecido animal, 3,0 g de extrato de levedura, 3,0 g de extrato de carne de vaca, 1,0 g de amido
de milho, 5,0 g de cloreto de sédio, 13,5 g de agar e 5% de sangue de ovelha, desfibrinado
(Becton Dickinson GmbH, 2013); Meio triptose soja agar (TSA): Composto por 15,0 g de
hidrolisado pancreatico de caseina, 5,0 g de Hidrolisado papainico de soja, 5,0 g de cloreto de
sédio e 15,0 g de agar (Becton Dickinson GmbH, 2014); Caldo de tioglicolato com resazurina:
Composto por 15,0 g de triptona, 5,0 g de extrato de levedura, 5,0 g de tioglicolato de sddio,
5,0 g de L-cistina, 5,5 g de glucose, 2,5 g de cloreto de sddio, 0,001 g de resazurina, 0,75 g de
agar (Plast Labor microbiologia); Solucédo salina 0,45% Nacl, pH 5-7,2, Vitek 2 compact.

4.3.2- Equipamentos:

Banho de agua em ebulicdo, +0.2°C Julabo TW12; Banho de agua 46°C+1°C, certificado,
Memmert; Balanca digital monoprato, Mettler Toledo PM 200, certificada; Homogeneizador
peristaltico, seward stomacher 400 EVO; Estufa 30°C+1°C, Sanyo incubator CFC free; Estufa
37°C+1°C, Sanyo CFC free; Teste automatizado Vitek 2 compact, biomerieux.

Todo o equipamento anteriormente referenciado, com excep¢éo do Vitek 2, e todo o
material de uso corrente neste laboratério, que foi utilizado na presente dissertacédo, esta
descrito e segue as especificacdes presentes no capitulo 6 das normas ISO 21528-2:2017 e
ISO 4833-1:2013, onde séo referenciadas as normas ISO 7218:2014 referente & microbiologia
de alimentos e alimentagdo animal - Requisitos gerais para orientagdo de exames

microbiolégicos e a 1ISO 835:2007, para o tipo e utilizacdo de pipetas automaticas.

4.3.3- Analise microbiol6gica das amostras de atum fresco e camarao

o Preparacao das diluicbes:

As diluicdes foram executadas segundo a norma ISO 6887-3:2017 referente &
preparacdo de amostras para teste, suspensdo inicial e diluicbes decimais para exames
microbiolégicos, parte 3: Regras especificas para a preparacéo de peixe e produtos da pesca.

Nos tempos estipulados para o ensaio Oh, 24h, 48h e 120h, efetuou-se a primeira
diluicdo, 10™.

Foi pesado a chama 10 g de amostra para um saco com filtro e adicionados 90 mL de
agua peptonada.

Recorreu-se ao Stomacher, para homogeneizar a amostra durante 60 segundos.

Ap0s a homogeneizagdo mecéanica, foram realizadas as restantes dilui¢des,
transferindo-se 1 mL da primeira diluicd0,10™", para um tubo com 10 mL de triptona sal,
agitando-se o tubo entre 10 a 20 segundos. A solucdo resultante possui um fator de diluicdo de
10°. A metodologia repetiu-se para a obtencédo de diluicdes decimais sucessivas até ao fator
de diluicao 10°®.
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¢ Inoculacao do meio de enriquecimento:

Preparam-se oito tubos de vidro esterilizados com 10 mL de agua peptonada nos quais
se adicionou 1 mL de cada diluicdo, 10", 102, 10°, 10%,10°, 10°, 107 e 10®. Os tubos foram
deixados a incubar durante 24h a 30 +1°C.

¢ Inoculacao por incorporacao:

Das varias diluicbes, preparadas em 3.15, sdo pipetados 1 mL diretamente para placa
de Petri, vertendo-se o meio de cultura sdlido, previamente fundido e estabilizado a
temperatura 46 +1°C, segundo a norma ISO 11133:2014, sobre a diluicdo, agitando-se
cuidadosamente as placas de modo a distribuir e incorporar a diluicao.

No presente estudo, foram utilizados os meios de VRBG em dupla camada e PCA para
inoculacéo por incorporacgéao.

As placas de ambos os meios foram incubadas a 30°C+1°C durante 24h + 2h para o
meio VRBG, e 72h + 3h para o meio PCA, segundo as normas ISO 21528-2:2017 e I1SO
4833:1-2013, respetivamente.

As colénias obtiveram-se a superficie e no interior do agar como resultado da

metodologia apresentada na Figura 4.1.
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Figura 4.1: Esquema sucinto da metodologia aplicada para pesquisa e contagem de microrganismos
produtores de aminas biogénicas.
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e Passagem dos caldos de enriguecimento

Apos o periodo de incubacdo, 24h a 30°C+1°C, dos meios de enriquecimento das oito
diluicBes, procedeu-se ao isolamento em placas de meio VRBG e em placas de meio COS.
Todo o procedimento foi efetuado a chama, comecando-se inicialmente por mergulhar uma
ansa de 10 pL no interior de um dos tubos e terminando com o espalhamento a superficie dos
meios, Figura 4.2. O procedimento repetiu-se de igual forma para os restantes tubos.

Sendo posteriormente incubadas as placas de COS e VRBG novamente a 30°C+1°C
durante 24h.

Figura 4.2: Esquema ilustrativo do processo de espalhamento com ansa, inicio em 1 e término em 4

e Preparacéo das culturas puras

ApOs incubacdo dos meios anteriores, selecionaram-se col6nias com morfologia,
aspeto e cor diferentes, presentes nas Ultimas diluicdes com cultura, segundo o0 esquema da
Figura 4.3.

A repicagem fez-se para meio TSA que incubou a 30 °C+1 °C durante 24h.

————
< — ]
[ ==
L :j
(e -
—— ——

Figura 4.3: Esquema ilustrativo do processo de repicagem
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4.3.4- Analise microbiolégica das conservas de atum

e Preparacgéo das diluicdes

As diluicdes foram executadas segundo a norma ISO 6887-3:2017, Regras especificas
para a preparagdo de peixe e produtos de pesca, referente a preparacdo de amostras para
teste, suspensaéo inicial e diluicbes decimais para exames microbiolégicos.

Foram pesadas a chama 10 g de amostra para um saco com filtro e adicionados 90 mL
de APT. A homogeneizacéao foi efetuada durante 60s por meio do equipamento Stomacher.

Apbs a homogeneizacdo mecanica, foi realizada a diluicdo 107, transferindo-se 1 mL
da primeira diluicd0,10™, para um tubo com 10 mL de triptona sal.

O saco com filtro que continha a diluicdo 10™ foi colocado a incubar a 37°C + 1°C
durante 24h.

¢ Inoculacao das diluigbes

Foram transferidos para placas de petri 1 mL de cada diluigcdo, 10" e 107 para
incorporagdo em meio PCA e VRBG, este Ultimo em dupla camada.

As placas foram incubadas a 30°C + 1°C durante 24h + 2h para o meio VRBG e
durante 72h + 3h para o meio PCA, segundo as normas I1SO 21528-2:2017 e ISO 4833:1-2013,
respetivamente.

Em simultaneo, foram também transferidos 1 mL das diluicdes 10" e 107 para tubos de
tioglicolato com resazurina. A incubacdo dos tubos ocorreu em condi¢cdes de anaerobiose

induzida por um gerador com indicador de auséncia de O, a 37°C + 1° C durante 24h.

e Passagem da diluicdo 10™

Findado o periodo de 24h de incubacéo das diluicies 10" presentes nos sacos com
filtro, foi inserida nos sacos de diluicdo uma ansa de 10 L, procedendo-se de imediato a sua

passagem pela superficie do meio COS que incubou a 37°C + 1°C durante 24h.

4.3.5- Identificacdo das estirpes

e Preparacgéo das culturas puras

ApOs incubacdo dos meios anteriores, selecionaram-se col6énias com morfologia,
aspeto e cor diferentes, presentes nas Ultimas diluicdes com cultura.

O isolamento foi feito em meio TSA e COS sendo deixados a incubar mais uma vez a
30°C+1°C durante 24h.
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¢ Identificacdo microbiolégica: Teste automatizado Vitek 2

Obtidas as culturas puras em meio TSA e COS, quer das amostras de atum e camarao,
quer das amostras de conservas, concluiu-se o estudo microbiolégico com a identificacdo das
bactérias.

Para tal, recorreu-se ao teste automatizado Vitek 2, transferindo-se 3 mL de solucéo
salina para tubos especificos de andlise Vitek.

Com o auxilio de uma ansa, as colénias foram inseridas nos tubos de solugéo salina,
sendo medida a densidade do tubo no final de cada insercdo. O intervalo de densidade
considerado 6timo para a determinacdo de bactérias Gram negativas e Gram positivas é
compreendido entre 0,50-0,63, sendo a densidade ideal 0,60.

Conseguida a densidade o6tima, foram colocadas em cada tubo uma carta de
identificacdo Vitek, Gram negativa para bactérias provenientes de inoculagdo em meio TSA e

cartas Gram positivas para bactérias provenientes de inoculagcdo em meio COS.
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5.- Resultados e Discussao

O presente estudo teve inicio com uma pesquisa bibliografica sobre os métodos
analiticos utilizados na determinacdo de aminas biogénicas em amostras de pescado e
produtos de pesca. Em paralelo foi também reunida informacdo acerca das matrizes mais
suscetiveis ao desenvolvimento destes metabolitos assim como 0s processos para a sua
formacéo.

Deste modo, numa etapa primaria, foram efetuados estudos preliminares com o
objetivo de se desenvolver uma metodologia de UHPLC que permitisse a correta separacéo,

determinagéo e quantificagdo das aminas em estudo.

5.1- Implementacdo do método analitico:

° Estudos preliminares:

Considerando a norma portuguesa de 2009, “Determinagcdo de Histamina por
cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) em produtos de pesca e seus derivados”
(Norma Portuguesa 2009) e a norma ISO 19343:2007, “Microbiologia da cadeia alimentar -
Detecédo e quantificacdo de histamina em peixes e produtos da pesca - método de HPLC”, bem
como os métodos validados no laboratério para determinagédo e quantificagcdo de aminoacidos
em matrizes alimentares (Mota et al. 2016), e de Histamina em amostras de pescado e
produtos da pesca (Mendes 2018), foi desenvolvido, no presente estudo, um método analitico
de cromatografia liquida de ultra pressdo, para a quantificacdo e determinacdo das aminas
biogénicas histamina, putrescina, cadaverina, tiramina e triptamina.

Para tal, foram efetuados cinco ensaios analiticos onde foram variadas as condi¢cdes
cromatograficas gradiente e fluxo de eluicdo. Na Tabela 5.1 encontram-se presentes as
condicdes estabelecidas para cada ensaio.

Os cinco padrBes das aminas em estudo, e o padrdo interno, D-norvalina, foram
injetados separadamente no equipamento UPLC® apos derivatizagéo.

ApOs os ensaios, e de forma a aferir qual a melhor opgdo para a separacao
cromatografica, foram verificados os tempos de retencdo das aminas e do padrao interno,

analisando para tal a existéncia de picos co-eluidos, Tabela 5.2.
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Tabela 5.1: Gradientes e fluxo

Gradiente - Solventes A e B (%)

Fluxos 0,5 mL/mim | 0,7 mL/min
Ensaio 1 Ensaio 2 Ensaio 3 Ensaio 4 Ensaio 5
T(T\Ar?rﬁ’)o A%) B(%) A®%) B(%) A®%) B(%) A®%) B(%) A@®%) B (%)
0,54 99 01 99 01 99 01 99 01 99 011
5,74 80 20 85 15 85 15 85 15 99 01
7,74 50 50 50 50 60 40 40 60 85 15
8 40 60 40 60 40 60 40 60 40 60
8,7 40 60 40 60 40 60 40 60 40 60
10 99 01 99 01 99 01 9 01 99 011

Tabela 5.2: Tempos de retencéo dos ensaios analiticos preliminares

Tempo de retencdo das aminas

* 1 2 3 4 5
Putrescina 3,43 3,05 3,04 3,04 3,03
Histamina 3,36 3,75 3,82 3,80 3,87
Cadaverina 5,76 6,42 6,39 6,64 6,93
Tiramina 6,00 6,62 6,64 6,53 7,06
Triptamina 7,06 7,32 7,50 7,17 7,60
D-norvalina 5,96 6,59 6,61 6,58 7,04

*Ensaio

Em todas as condigbes cromatograficas estudadas, ndo foi possivel identificar
corretamente o pico da amina tiramina. O tempo de retencdo deste metabolito foi
sistematicamente coincidente com o tempo de retencdo do padrdo interno D-norvalina,
evidenciando-se a co-eluicdo dos picos dos dois compostos nos cinco ensaios (Tabela 5.2).

Em detrimento dos ensaios referidos anteriormente, foi necessério recorrer a utilizacédo
de outro padrao interno, optando-se pela aquisicdo do composto 1,7- Diaminoheptano,
amplamente citado em estudos cientificos, que se referem a determinacdo de aminas
biogénicas através da metodologia de HPLC. Foram repetidas as condi¢cdes do ensaio 5, com
fluxo a 0,7 mL/min e com o gradiente presente na tabela 5.1, usando o padréo 1,7-
Diaminoheptano.

Observando o cromatograma, figura 5.1, € possivel verificar uma melhoria na
resolugdo, pelo que a utilizagdo do padrdo 1,7-Diaminaheptano € mais adequada, quando
comparado com o padrdo de D-norvalina. Neste caso ndo se verifica a co eluicdo de nenhum

pico cromatogréfico correspondente aos compostos em anélise.
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Figura 5.1: Cromatograma onde sdo utilizadas as condi¢des do ensaio 5 e o padréo 1,7-

Diaminoheptano

O sucesso da utilizacdo deste padréo nas condigBes cromatograficas impostas definiu

0 método analitico a ser empregue no decorrer do estudo. Assim, as tabelas 5.3 e 5.4

resumem as condigbes cromatograficas e os tempos de retencdo estabelecidos apés a

otimizagdo do método cromatogréfico.

Tabela 5.3: Condi¢gbes cromatogréficas

Tempo (min)

Solvente A (%)

Solvente B (%)

0.54 99 0,1
574 99 0,1
774 85 15
8.00 40 60
8,70 40 60
10,00 99 0,1

Tabela 5.4: Tempo de retencdo das aminas biogénicas, nas condi¢des da tabela 5.3

Aminas Biogénicas

Tempo de retengao das aminas

Triptamina
Tiramina
Cadaverina
Putrescina
Histamina
1,7-Diaminaheptano

6,90
6,28
6,09
3,00
3,33
5,12

Inés Santos Pereira

41



Implementacdo do método analitico para determinagdo de aminas biogénicas em amostras de
pescado e produtos de pesca. Avaliacéo de processos para a sua formagao

5.2 - Desempenho do método analitico

Fundamentado nos métodos ja validados para a quantificagcdo de aminoacidos e
histamina (Motta et al. 2016; Mendes 2018), foram definidos parametros de critérios de

qualidade assentes em parametros de validacado ja definidos em 2.6.

e Gama de trabalho e de linearidade da curva de calibracdo

Foram definidas as gamas de trabalho e de linearidade das curvas de calibracdo dos
compostos histamina, putrescina, cadaverina, tiramina e triptamina.

Para o efeito, efetuou-se uma master-mix onde foram adicionados volumes iguais dos
padrdes das aminas em estudo.

A master-mix foi preparada pipetando-se 200 pL de cada padrdo de amina, histamina,
putrescina, cadaverina, tiramina e triptamina com concentragdo de 2250 mg/L, preparadas em
4.2.3, para 0 mesmo tubo.

A construcdo da curva de calibracéo teve como molde as concentragdes utilizadas nos
meétodos de quantificagdo supracitados, quer para a concentracdo de padréo interno, quer para
a concentracdo de padrbes externos, apresentando-se na tabela 5.5 os volumes e as

respetivas concentracfes dos padrdes.

Tabela 5.5: Concentracdo de cada amina nos pontos estipulados para a curva de calibragédo

Curva de Volume de padrdo (uL) Volume de padrao (pL) Volume HCI Concentragdo
calibracdo (a) (b) (uL) (mg/L)
P1 50 180 770 22,5
P2 140 180 680 63,0
P3 230 180 590 103,5
P4 320 180 500 144
P5 400 180 420 180
P6 490 180 330 220,5
(@) Master-Mix (b) 1,7-Diaminoheptano

O volume de padrdo interno adicionado nos pontos definidos para a curva de
calibracéo proveio da diluicdo da solugdo mée preparada em 4.2.3, concentracdo 52500 mg/L
numa razéo de 1:100.

Nas Figuras 5.2, 5.3, 5.4, 5.5, 5.6 estéo apresentadas as curvas de calibracdo para as
aminas histamina, cadaverina, putrescina, tiramina e triptamina respetivamente, tendo em

conta a gama de trabalho referida anteriormente.
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Figura 5.4: Curva de calibragdo correspondente & amina putrescina
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Figura 5.5: Curva de calibragdo correspondente a amina tiramina
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Figura 5.6: Curva de calibragdo correspondente a amina triptamina

e Critérios de aceitacdo: Curvas de calibracao

A calibragéo € o processo através do qual é possivel relacionar a resposta de um sinal
medido por um equipamento e a quantidade de substancia conhecida.

O coeficiente de determinacao foi calculado para avaliar a calibracdo analitica, assim
como outros parametros de andlise quimica, funcionando como critérios de aceitacdo da curva
de calibragéo.

Na tabela 5.6 estdo presentes os critérios calculados para as curvas de calibracdo de

todos os compostos.
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Tabela 5.6: Critérios de aceitagdo da curva de calibracéo

Histamina Cadaverina Putrescina Tiramina  Triptamina

Coeficiente de correlagdo (r) 0,9988 0,9981 0,9999 0,9983 0,9994
Coeficiente de determinagdo (r2) 0,9975 0,9963 0,9999 0,9966 0,9989

Desvio padrio residual Sy/x 6566 1871 4239 1108 4983
Desvio padrdo da curva S 0,3262 0,6089 0,4249 0,4695 0,2728

LD (mg/kg) 0,98 1,86 1,27 1,41 0,81

LQ (mg/kg) 3,26 6,09 4,25 4,70 2,73

Nos métodos cromatograficos, as curvas de calibragcdo devem possuir coeficientes de
correlacdo superiores a 0,995. Como base na tabela 5.6, é possivel verificar que os
coeficientes de determinacdo obtidos para as curvas de calibracdo dos padrbes externos séo
todos superiores a 0,995, sendo aceites no método em estudo, pelo que se revelaram
adequadas a quantificacdo dos analitos.

Assim, em resumo do método desenvolvido na presente dissertacao, foram obtidos os
tempos de retengcdo para as aminas biogénicas de 3,33, para a histamina, 6,09 para a
cadaverina, 3,00 para a putrescina, 6,28 para a tiramina e 6,90 para a triptamina. O Limite de
detecdo e de quantificacdo para as aminas estudadas é respetivamente, 0,98 e 3,26 para a
histamina, 1,86 e 6,09 para a cadaverina, 1,27 e 4,25 para a putrescina, 1,41 e 4,70 para a
tiramina e por ultimo 0,81 e 2,73 para a triptamina. A gama de recuperacdo ao padrédo foi
estipulada entre 60%-120%, consoante a gama de trabalho, Regulamento (CE) N° 401/2006 da
Comisséao de 23 de Fevereiro 2006, e estipulando-se o intervalo de aceitabilidade 0-30 para o

coeficiente de variacao.

5.3-Anadlise de aminas biogénicas em amostras de atum fresco e em
conserva por cromatografia liquida de ultra presséo

As amostras AF1, AF2, AF3, referentes a matriz atum fresco, e C1, C2, C3, C4, C5, C6,
C7 e C8, referentes a matriz atum em conserva, foram processadas e analisadas de acordo
com o procedimento descrito anteriormente em Materiais e métodos.

Na tabela 5.7 e na tabela 5.8 encontram-se os valores obtidos para a concentracdo de
histamina, putrescina e cadaverina nas amostras de atum fresco e atum em conserva,
respetivamente. Os coeficientes de variacdo também se encontram presentes nas tabelas
mencionadas, assim como as recuperacdes calculadas.

As aminas tiramina e triptamina ficaram abaixo do limite de quantificacdo nas matrizes

acima referidas.
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Tabela 5.7: Concentragdo das aminas histamina, cadaverina e putrescina em amostras de atum fresco.

Aminas Biogénicas

Amostras Tempo Histamina CV (%) Rec (%) Putrescina CV (%) Rec (%) Cadaverina CV (%) Rec (%)

Atum 1 TO <LQ - 137 287,0+58,7 20,5 115 <LQ - 145
(AF1) T1 11,00+1,41 129 1263+ 64 5,10 <LQ -
T2 32,50+9,19 28,3 2423 + 207 8,55 <LQ -
T3 1544 + 83 5,40 111 260271 27,2 140 979,0£224,0 22,9 75,9
Atum 2 TO 219,0+16,2 7,40 115 684,0+27,6 4,03 62,9 <LQ 141
(AF2) T1 300,0+822 274 779,0+226,0 29,0 <LQ -
T2 460,0 £95,0 20,7 833,0+17,7 212 <LQ -
T3 746,0 £80,7 10,8 79,4 1068 + 98 9,14 64,1 <LQ - 84,4
Atum 3 TO <LQ - 148 143,0+38,3 26,8 160 418,0+4,6 109 180
(AF3) T1 <LQ - 297,0+12,7 4,29 893,0+77,7 8,70
T2 47,40 9,87 20,8 371,0+£22,2 691 1008 + 52 5,16

T3 133,095 6,90 123 2010+ 24 6,81 63,0 1044 £ 72 6,92 197

Resultados expressos em mg/kg
*TO = Oh, T1= 24h, T2= 48h, T3= 120h.

Por amostra e por corrida cromatogréfica foram efetuadas duas adi¢cdes de padrao para
o célculo da recuperagéo, tendo sido escolhidas as amostras onde se previam encontrar as
menores e as maiores concentragdes de aminas biogénicas, correspondendo ao TO, Oh, e ao
T3, 120h.

As recuperacdes foram aceites no intervalo compreendido entre 60% e 120%,
considerando o regulamento da comunidade europeia N° 401/2006 de 23 de Fevereiro de
2006, referente aos métodos de amostragem e de analise para o controlo oficial dos teores de
micotoxinas nos géneros alimenticios, sendo o intervalo concordante com a gama de trabalho
em estudo.

Na tabela 5.7, referente a amina histamina, quer a amostra AF1, as Oh, quer a amostra
AF3, as 0 e 120h, apresentam recuperacdes de padrdo ndo aceitaveis, fora do intervalo 60%-
120%. O mesmo é notdrio para a amina putrescina nas amostras AF1 e AF3 as 120h e as 0Oh,
respetivamente, e para a amina cadaverina nas amostras AF1 em Oh, AF2 em Oh e AF3 em Oh
e em 120h.

Os picos cromatograficos das amostras as Oh, que ndo apresentaram valores de
recuperacao dentro do limite de aceitagcdo, apresentam areas cromatograficas inferiores a do
pico correspondente ao primeiro ponto da curva P1 (22,5 mg/L), limite minimo da gama de
trabalho e de linearidade, TO < P1.

Porém, nas amostras correspondentes ao T3, 120h de refrigeracdo, verificou-se
precisamente o contrario, as areas dos picos cromatogréaficos correspondentes as amostras
foram superiores as areas do pico correspondente ao Ultimo ponto da curva P6 (220,5 mg/L),
méximo da gama de trabalho e de linearidade, T3 > P6.

Como os valores se verificaram fora da curva de calibracéo ndo é possivel quantificar

corretamente a concentracdo das aminas presentes na amostra tornando-se também
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impossivel determinar com fidedignidade a recuperacdo ao padrdo interno através do método
de adicéo de padréo interno, por falta de linearidade nos resultados.

Estabelecido o intervalo de aceitacdo do calculo da recuperacéo de padréo, para que
exista precisdo nos resultados, o valor do coeficiente de variagdo tem que ser inferior a 30, de
acordo com o proposto pela Comissédo Europeia (European Commission 2002).

Como todos os resultados apresentaram um coeficiente de variacdo inferior a 30 todos

os resultados foram aceites, inclusive os que se encontravam fora da gama de trabalho.
Por ultimo, na tabela 5.8, encontram-se os valores obtidos para a concentracdo de Histamina,
Putrescina e Cadaverina, nas amostras C1, C2, C3, C4, C5, C6, C7 e C8. Os respetivos
coeficientes de variacdo também se encontram presentes na tabela mencionada, assim como
as recuperag0es calculadas.

Tabela 5.8: Concentracéo das aminas histamina, cadaverina e putrescina em amostras de atum em lata.

Aminas Biogénicas

Amostras Histamina  CV (%) Rec (%) Putrescina  CV (%) Rec (%) Cadaverina  CV (%) Rec (%)

C1 466,0 + 36,1 26,1 62,5 2422 + 95 3,94 119 <LQ - 126
c2 521,0+43,1 23,1 1613 + 83 517 <LQ -

C3 338,0£5,7 5,66 2225+ 94 4,21 24,50 +£12,00 12,0

C4 406,0 + 62,2 22,2 2844 + 32 1,14 52,80 + 3,56 3,56

C5 32,60 £ 8,41 8,41 118 648,0 +£58,0 8,95 98,4 <LQ - 142
C6 228,0+2,1 2,12 1392 + 199 14,3 <LQ -

Cc7 2150+ 27,6 27,6 2244 + 79 3,53 41,20 +6,83 6,83

C8 169,0+ 19,9 19,9 1958 + 242 12,4 42,40 + 8,63 8,63

Resultados expressos em mg/kg

Também no ensaio analitico referente as conservas de atum, foram efetuadas s6 duas
amostras com adi¢do de padrdo pois tratou-se de uma analise simultdnea do mesmo tipo de
matriz. Das oito conservas em analise foram selecionadas, com base num ensaio prévio,
aquelas onde seria espectavel obter a concentragdo maxima, C1, e a concentracdo minima,
C5, de aminas biogénicas.

Considerando novamente o intervalo de aceitabilidade 60%-120% de recuperacédo ao
padrdo interno, e tendo como base a tabela 5.8 é possivel referir que as aminas histamina e
putrescina, quer em C1, quer em C5, apresentaram percentagens de recuperag¢do dentro do
limite estipulado para a gama de trabalho em estudo.

A amina cadaverina ndo apresentou percentagens de recuperacdo aceitaveis quer na
amostra C1, quer na amostra C5, tendo-se verificado que as areas dos picos correspondentes
sdo inferiores a area do ponto P1 (22,5 mg/L) da curva de calibragdo (limite inferior da gama de
linearidade). Assim, a falta de linearidade nestas amostras ndo permite o calculo fidedigno da

concentracdo das aminas em estudo, o que inflaciona a recuperagéo de padréo.
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Tendo como valor maximo de coeficiente de variacdo 30, todos os resultados foram
aceites por concordancia com o intervalo de aceitabilidade, mesmo os que apresentaram
percentagens de recuperacéo incorretas.

5.4-Analise de aminas biogénicas em amostras de camarédo: Estudo
preliminar

Neste ensaio foram aplicadas as mesmas condi¢cdes definidas para a matriz de atum
fresco, submissao a um periodo de refrigeragdo compreendido entre Oh, 24h, 48h e 120h a 3 +
2 °C e posterior identificacdo e quantificagdo das aminas biogénicas presentes, assim como
detecdo de bactérias produtoras destes metabolitos azotados.

Os teores de microrganismos presentes nas amostras de camardo encontram-se na

figura 5.7.

Curva de crescimento: Camarao

0] 24 48 120

Tempo (Horas)

Figura 5.7: Curva de crescimento correspondente as amostras de camarao,
TO=0h, T1= 24h, T2= 48h, T3= 120h.

Considerando a figura acima € de notar que o valor de microrganismos presente na
matriz sofreu um aumento, uma vez que as Oh o valor das unidades formadoras de colénia por
g, € de 4,5 ufc/g e as 120h é de 6,17 ufc/g.

A identificacdo destes microrganismos apresenta-se listada na tabela 5.9.
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Tabela 5.9: Bactérias identificadas na amostra de camarao

Camarao

Acinetobacter Iwoffii
Aeromonas salmonicida
Citrobacter freundii

Lactococcus garvieae
Pantoa spp
Pseudomonas fluorescens
Rhizobium radiobacter
Shewanella algae
Shewanella putrefaciens

Sphingomonas paucimobilis
Staphylococcus haemolyticus
Vibrio alginolyticus

Vibrio cholerae

Vibrio parahaemolyticus

Com base na tabela A.1 presente no Anexo, € possivel caracterizar as bactérias
Acinetobacter Iwoffii, Citrobacter freundii, Pseudomonas fluorescens, Shewanella putrefaciens
e Vibrio cholerae, como produtoras de histamina, putrescina e cadaverina.

Os resultados obtidos neste estudo preliminar foram produzidos nas mesmas
condic¢des do estudo nos atuns, assim sera considerado para uma breve comparacéo.

Na tabela 5.10 encontram-se os resultados da quantificacdo cromatografica das aminas
histamina, putrescina e cadaverina na amostra de camarao analisada.

Tabela 5.10: Concentracao das aminas histamina, cadaverina e putrescina em amostras de camarédo de

aquacultura.

Aminas Biogénicas

Amostras Tempo Histamina CV(%) Rec Putrescina CV (%) Rec Cadaverina  CV(%) Rec

Camardfo  TO 1143+22 196 100,2 980,1+21,5 213 1122 127,0+28,6 225 1025
T1 1836 +34 185 1285£22 16,7 158,0£34,6 21,9
T2 2049 +47 23,1 1622+43 26,7 202,0£559 27,8
T3 3790+67 17,7 1500 2498+45 181 1132 5780+1353 234 803

Resultados expressos em mg/kg

Considerando os valores acima tabelados € possivel constatar que, com excegdo do
tempo T3 para a amina histamina, o célculo da recuperagao ao padrdo encontra-se dentro do
limite considerado, 60%-120%.

O motivo da amostra T3 se encontrar acima do valor maximo de aceitacdo € idéntico
ao verificado nas amostras de atum, a concentracdo da amina histamina encontra-se fora da
gama de linearidade definida para o estudo, pelo que, para a correta quantificacédo, este ensaio
deveria ser repetido com uma toma de amostra mais pequena (exemplo 1 g).
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5.5-Analise microbioldgica amostras de atum fresco e em conserva

Curva de crescimento: Matriz AF1
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Figura 5.8: Curva de crescimento microbiolégico referente & amostra de atum fresco AF1

TO= Oh, T1= 24h, T2= 48h, T3= 120h.

Em paralelo aos ensaios quimicos, foram efetuados ensaios microbioldgicos referidos
em 4.3.3 a 4.3.5. Os teores de microrganismos obtidos para as amostras de atum fresco

encontram-se nas figuras 5.8, 5.9 e 5.10.

Curva de crescimento: Matriz AF2
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Figura 5.9: Curva de crescimento microbiologico referente a amostra de atum fresco AF2

TO= 0h, T1= 24h, T2= 48h, T3= 120h.
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Curva de crescimento: Matriz AF3

6 /
7,4 /
7,2 /

0] 24 48 120

Tempo (Horas)

Log(ufc/g)
~J ~J

Figura 5.10: Curva de crescimento microbioldgico referente a amostra de atum fresco AF3.
TO= Oh, T1= 24h, T2= 48h, T3= 120h.

Partindo da andlise das figuras enumeradas anteriormente é possivel verificar que em
todas as amostras de atum existiu um aumento do teor de microrganismos entre as Oh e as
120h.

Contudo é notdrio na figura 5.9, referente & matriz AF2, um decréscimo da curva entre
as Oh e as 24h. Esse decréscimo pode ser atribuido a ambientagcdo da flora microbiana as
condi¢cbes de analise, 3 + 2°C, uma vez que as Oh correspondem ao dia de aquisicdo do
produto, e as 24h correspondem ao primeiro dia, 24h, de refrigeracdo. A diminuicdo da
temperatura pode ter influenciado o crescimento microbiano existindo bactérias em fase de
laténcia, adaptacéo.

A amostra AF1, figura 5.8, é aquela que revela um nimero mais elevado de unidades
formadoras de colénia por g, 8,53 log ufc/g, traduzindo-se na amostra com mais carga
microbiana no término do ensaio.

Em contrapartida a amostra AF2, figura 5.9, € aquela que possui menos carga
microbiana apresentando apenas 7,69 log ufc/g as 120h.

Apesar da amostra AF1 possuir um valor de ufc/g superior as restantes amostras, o
atum fresco AF3, figura 5.10, é aquele que revela um maior aumento do numero de
microrganismos ao longo do tempo de estudo, iniciando a contagem, as Oh, com 7 log ufc/g e
terminando as 120h com 8,18 log ufc/g. Este fenbmeno pode ser concordante com uma
populacdo de microrganismos com a capacidade de crescimento a temperaturas abaixo dos
10°C, permitindo o seu desenvolvimento na amostra em refrigeracao.

A flora microbiana presente nas restantes amostras pode ser constituida principalmente
por microrganismos que ndo possuem a capacidade de crescer em temperaturas de
refrigeracdo, podendo levar a diminuicdo da populagdo microbiana ou a periodos de

adaptacao, quando colocadas em condi¢Bes adversas ao seu crescimento.
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As colbnias presentes nas contagens correspondentes as maiores diluicdes de amostra
foram selecionadas por morfologia, cor, brilho e tamanho com o intuito de identificar a maior
variedade de microrganismos presentes nas amostras.

Na tabela 5.11 estédo listadas as bactérias encontradas nas matrizes AF1, AF2 e AF3

respetivamente.

Tabela 5.11: Microrganismos identificados na amostra de atum fresco

AF1

AF2

AF3

Acinetobacter denitrificans
Acinetobacter baumannii
Acinetobacter Iwoffii
Aeromonas salmonicida

Hafnia alvei

Pseudomonas aeruginosa
Pseudomonas fluorescens
Pseudomonas luteola
Serratia liquefaciens

Acinetobacter haemolyticus
Burkholderia cepacia
Hafnia alvei

Moellerella wisconsensis
Morganella morganii subsp
sibonii
Pantoea spp
Pseudomonas fluorescens

Serratia liquefaciens

Acinetobacter baumannii
Brevundimonas diminuta
Hafnia alvei
Lelliottia amnigena 1

Morganella subsp morganii

Pseudomonas fluorescens
Pseudomonas luteola
Serratia liquefaciens
Serratia marcescens

Shewanella putrefaciens
Sphingomonas paucimobilis

Nas trés amostras em estudo existe concordancia nos microrganismos detetados ao
longo do periodo do estudo, ndo obstante os diferentes locais de aquisi¢céo.

Microrganismos como as bactérias Pseudomonas fluorescens, Serratia liquefaciens
Morganella morganii e Hafnia alvei estdo presentes em AF1, AF2 e AF3 sendo caracteristicas
de matrizes alimentares em deterioragéo.

As bactérias anteriormente mencionadas encontram-se amplamente referenciadas,
(Leisner et al. 2002; Pereira 2014; Tembhurne et al. 2013) em estudos inerentes a producéo de
compostos amina, como bactérias produtoras de enzimas descarboxilases que originam
maioritariamente aminas como a histamina, a putrescina e a cadaverina, Tabela A.1, presente
no Anexo.

A estirpe bacteriana Acineobacter também foi identificada nas trés matrizes estudadas,
AF1l, AF2 e AF3. Estas bactérias Gram negativas ndo apresentam carater patogénico em
individuos saudaveis, contudo, em individuos com o sistema imunitario debilitado podem
causar graves infec6es pulmonares de dificil tratamento, uma vez que esta estirpe tem vindo a
tornar-se cada vez mais resistente aos antibioticos (Oliveira, 2007).

Nas amostras de atum em conserva, C5 e C7, tabela 5.12, foi detetado o
microrganismo Staphylococcus epidermidis enunciado na literatura como produtor de
histamina, Tabela A.1 presente no Anexo.

Na amostra C1, C2, C5 e C6 foi detetada a presenga da bactéria Staphylococcus
warneri e em C3 a bactéria Staphylococcus hominis. Nas amostras C4 e C8 ndo foi detetada a

presenca de microrganismos, tabela 5.12.
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Considerando o processo de fabrico das latas em conserva, em que a matriz é fechada
crua dentro da conserva e tratada termicamente apenas aquando o processo de esterilizacéo,
era esperado que fossem identificadas bactérias produtoras de esporos nas matrizes
compreendidas entre C2 e C8, tal fendmeno nao foi comprovado. Contudo na amostra C1 foi
detetado Bacillus cereus, bactéria que além de possuir a capacidade de produzir esporos
produz também toxinas (Mendes et al. 2011).
Nos ensaios efetuados em condi¢cBes de anaerobiose, em caldo de tioglicolato,

nao se verificou o crescimento de microrganismos anaerobios.

Tabela 5.12: Microrganismos detetados nas amostras de atum em conserva C1, C2, C3, C4, C5, C6,C7 e

C8.
Conservas Microrganismos
C1 Staphylococcus warneri
Bacillus cereus
Cc2 Staphylococcus warneri
C3 Staphylococcus hominis
C4 -
C5 Staphylococcus warneri
Staphylococcus epidermidis
C6 Staphylococcus warneri
C7 Staphylococcus epidermidis
C8 -

Procedendo agora a discussdo mais pormenorizada do estudo desenvolvido no
presente trabalho, as figuras 5.11, 5.12 e 5.13 traduzem a relacdo entre os resultados obtidos
nos ensaios quimicos de quantificacdo das aminas biogénicas, e os resultados obtidos nos
ensaios microbiolégicos de quantificacao da flora microbiana, anteriormente apresentados.

O atum, como ja referido anteriormente, € um peixe rico em histidina, possuindo uma
capacidade elevada de acumulagdo do metabolito histamina no interior do seu mdusculo,
contudo o ndmero de horas que é necessario para que ocorra a quantificagdo do composto
aminado depende do acondicionamento e das condi¢cdes de conservacdo impostas nas

superficies de aquisigdo.
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Figura 5.11: Relac&o entre a concentragdo de aminas biogénicas, em mg/kg, e a populacdo microbiana
presente no atum fresco 1.

Na amostra AF1, como é possivel verificar na figura 5.11 e na tabela 5.7, a amina
histamina apenas ¢é detetada a partir das 24h de refrigeragdo, apresentando uma concentracao
de 11 mg/kg. Ao longo do ensaio a concentracéo desta amina foi aumentando, verificando-se
para as 48h e para as 120h uma concentracdo de 32,5 mg/Kg e 1544 mg/kg, respetivamente.
Para as restantes aminas, putrescina e cadaverina, também foi verificado um aumento de
concentracdo ao longo de todo o ensaio, obtendo-se as Oh uma concentragédo de 287 mg/kg,
as 24h uma concentragdo de 1263 mg/kg, as 48h uma concentracdo de 2423 mg/kg e as 120h
um valor de 2602 mg/kg, para a amina putrescina. Em contrapartida a amina cadaverina

apenas foi quantificada as 120h de refrigeracdo apresentado um valor de 979 mg/kg.
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Figura 5.12: Relagdo entre a concentracao de aminas biogénicas, em mg/kg, e a populagao
microbiana presente no atum fresco 2.
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Na amostra AF2, como é observavel na figura 5.12 e na tabela 5.7, as Oh ja é possivel
quantificar a amina histamina, obtendo-se um valor de 219 mg/kg. Concordante com o
espectavel, foi verificado um aumento sucessivo da concentracao deste metabolito, detetando-
se 300 mg/kg as 24h, 460 mg/kg as 48h, e 746 mg/kg as 120h. Também para a amina
putrescina se verifica um aumento sistematico da concentracéo, quantificando-se 684 mg/kg as
Oh de refrigeracdo, 779 mg/kg as 24h, 833 mg/kg as 48h e 1068 mg/kg as 120h de
refrigeracdo. A amina cadaverina néo foi detetada ao longo do ensaio em nenhum tempo de

analise.
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Figura 5.13: Relagdo entre a concentragdo de aminas biogénicas, em mg/kg, e a populacdo microbiana
presente no atum fresco 3.

Por ultimo, na amostra AF3, considerando a figura 5.13 e a tabela 5.7, a concentragédo
de histidina apenas é quantificavel a partir de das 48h, apresentando uma concentracao de
47,4 mg/kg. Ao longo do ensaio foi verificado um aumento da concentragdo de histamina
atingindo-se o valor 133 mg/kg as 120h. A amina Putrescina, contrariamente a histamina, é
detetada no inicio do estudo e sofre um aumento continuo ao longo do ensaio, as Oh de
refrigeracdo esta amina apresenta a concentracdo de 143 mg/kg, aumentando para 297 mg/kg
com 24h, para 371 mg/kg com 48h e ainda para 2010 mg/kg com 120h de refrigeracdo. Nesta
amostra de atum a amina cadaverina apresenta um aumento bastante superior ao verificado
nas restantes amostras de atum, sendo possivel quantificar 418 mg/kg as Oh, 893 mg/kg as
24h, 1008 mg/kg as 48h e 1044 mg/kg as 120h de ensaio.

Em Olivo 2013 os resultados obtidos na quantificacdo de aminas biogénicas
apresentam disparidade quando comparados com os resultados obtidos no presente estudo. O

trabalho deste autor revela concentracdes de putrescina cadaverina e histamina determinadas
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em amostras de atum armazenadas em gelo, pés captura. Estas amostras foram recolhidas em
embarcacdes em alto mar e colocadas imediatamente em gelo por tempo indefinido. Os
valores de aminas bhiogénicas obtidos neste estudo sdo de 21,35 mg/kg para a amina
putrescina, 18,12 mg/kg para a amina cadaverina e 13,99 mg/Kg para a amina histamina.

De acordo com Prester, 2011 e Rossano et al., 2006 a temperatura de armazenamento
€ um fator crucial no desenvolvimento de aminas biogénicas. Segundo os estudos destes
autores em amostras de anchovas, armazenadas a 20°C durante 24h, a concentracdo de
histamina é setenta vezes superior a concentracdo desta amina em amostras armazenadas a
10°C durante 0 mesmo periodo de tempo. As anchovas apresentam valores de 750 mg/kg, aos
20°C de armazenamento e 11 mg/kg aos 10°C de armazenamento. Em concordancia Ozogul,
2006, analisou amostras de sardinhas armazenadas durante 15 dias a 3 £ 2°C, obtendo uma
concentracao de histamina de 203 mg/kg, bastante inferior a concentracdo obtida por Rossano,
por utilizar uma temperatura de armazenamento inferior.

Por conseguinte, para a temperatura de refrigeracdo utilizada no presente trabalho, 3 +
2°C, ndo seria espectavel a quantificagcdo de uma concentracdo elevada destes metabolitos
nos periodos Oh, 24h e 48h, uma vez que temperaturas entre os 25°C e os 35°C sdo mais
favoraveis a producgéo destes compostos.

Contudo, como as amostras foram recolhidas de grandes superficies comerciais, ndo é
possivel controlar nem conhecer os manuseios e as condi¢cdes de armazenamento, nao sendo
possivel estabelecer uma relacdo fidedigna com os resultados obtidos ap6s captura, nem com
os resultados obtidos para matrizes diferentes das quais também n&o se possui o controlo das
condicdes pré-ensaio.

Atualmente, o regulamento (CE) N.° 2073/2005 e consequentes atualizacdes,
estabelece um limite maximo apenas para a concentracdo da amina histamina em produtos
provenientes da pesca. Deste modo, encontra-se definido no ponto 1.26 no Anexo 1 do
regulamento supracitado, o valor maximo de 200 mg/kg para peixes associados a um teor de
histidina elevado.

Em concordancia com o limite méximo estabelecido para a concentracdo de histamina
no pescado, é possivel afirmar que, com excecdo da amostra AF2, todas as restantes
amostras nao excedem o valor de 200 mg/kg as Oh, dia de aquisicdo. A amostra AF2 ao tempo
Oh apresenta uma concentracdo de histamina de 219 mg/kg, ultrapassando o limite
considerado maximo para o teor de histamina no pescado. Todavia, ndo é possivel aplicar a
norma estabelecida no artigo 14.° do Regulamento (CE) N° 178/2002 ao abrigo da qual se deve
partir do principio de que, se existir um produto do lote inapropriado para consumo, todos os
produtos desse lote serdo inapropriados, para tal seriam necessarias analisar um total de nove
tomas de amostra provenientes do mesmo lote (Parlamento Europeu e do Conselho 2002).

Em contra partida as concentrac@es de histamina determinadas para as conservas C1,
C2, C3 e C4 apresentam valores bastante superiores ao estipulado no regulamento
supracitado, sendo quantificadas concentra¢fes de 466,0 mg/kg, 521,0 mg/kg, 338,0 mg/kg,

406,0 mg/kg, respetivamente. Estes valores sdo semelhantes com os obtidos no estudo de
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(Mendes 2018), onde foi determinada a concentracdo da amina histamina em amostras de
atum em conserva ao natural e em amostras de paté de atum, sardinha e camarédo. Os valores
de histamina mais elevados descritos neste estudo, para as conservas de atum ao natural, sao
de 401 mg/kg e 432 mg/kg, contudo também foram determinados valores de 197 mg/kg, 172
mg/kg, 91,4 mg/kg, 93,4 mg/kg, inferiores ao limite maximo legislado. Em Aradjo et al., (2004)
também foram determinadas as concentragdes de histamina em conservas de atum ao natural
e em conservas de atum em O6leo, encontrando-se descritas concentragdes de 928,82 mg/kg,
255,58 mg/kg, 111,35 mg/kg em atuns conservados em o6leo e de 1023,16 mg/kg, 224,09
mg/kg e 118,15 mg/kg para atuns conservados em agua. Segundo o0s autores supracitados as
concentracdes de histamina entre os diferentes tipos de conservacao, em 6leo e em agua, nao
diferem significativamente podendo ainda considerar-se que néo existe diferenca entre o
consumo de atum em 6leo e o consumo de atum em agua, no que diz respeito a concentracéo
da amina histamina.

A disparidade dos teores de histamina obtidos nas conservas de atum pode estar
relacionada com a qualidade da matéria-prima, quanto mais avancado o estado de
deterioracdo do produto selecionado para processamento, maior a concentracdo destas
aminas no produto final. Contudo também pode estar relacionada com mas praticas de fabrico
ao longo do processo de producdo, como falta de higiene e armazenamento a temperaturas
incorretas.

Atendendo agora as figuras 5.11, 5.12 e 5.13 é possivel estabelecer uma relagdo entre
a curva de crescimento microbiano e a concentracdo de aminas presente nas amostras de
atum fresco.

Na amostra AF1 é de notar uma ligeira diminui¢do, do crescimento microbiolégico, das
0 para as 24 horas, o que pode corresponder a um periodo de adaptagdo da flora microbiana a
temperatura de refrigeragdo de 3 + 2°C. Segundo (Nicolau 2014), existe uma fase inicial de
crescimento microbioldgico, designada de fase de laténcia, em que as células adaptam o seu
metabolismo as novas condi¢gfes que Ihes sdo impostas. A duragdo desta fase de adaptacao
varia com a condicdo em que se encontra 0 microrganismo e com as caracteristicas do novo
meio onde se encontra, sendo depois procedida por uma fase de crescimento exponencial. Em
concordancia, é verificado um aumento significativo de microrganismos entre as 24h e as 48h,
voltando a aumentar ligeiramente entre as 48h e as 120h.

Ao longo das véarias fases que caracterizam o0 crescimento microbiolégico a
concentracdo de aminas vai geralmente aumentando conforme o tipo de microrganismo e/ou
carga microbiana. Em AF1, quando as bactérias presentes na matriz em estudo entram em
fase de laténcia, a Unica amina produzida é a putrescina que ndo varia expressivamente ao
longo da fase de laténcia, contudo apos a fase exponencial € de constatar que a concentragédo
de putrescina atinge o valor maximo do ensaio. O valor de putrescina, histamina e cadaverina,
as 120h de refrigeracdo, é superior ao valor das mesmas aminas em qualquer outro tempo

ponderado para o ensaio, embora as células ja estejam a entrar numa fase estacionaria, os
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metabolitos libertados na matriz ja se encontram acumulados. O mesmo € notdério para as
amostras AF2 e AF3.

As Enterobacteriaceae, responsaveis pela producdo da grande maioria das aminas
biogénicas, sdo bactérias mesofilas que também se conseguem desenvolver a temperatura de
10°C, no entanto a 5°C a sua proliferagéo é retardada (FAO 1997). Nao obstante, apds 24h de
refrigeracda, é verificada a fase exponencial de crescimento, aumentando consideravelmente o
namero de microrganismos e a concentracéo de aminas biogénicas produzidas. Mais uma vez
as 120h, atingem-se os valores maximos de concentracdo para as aminas histamina e
putrescina.

Nas amostras AF1 e AF3 a amina histamina apenas é produzida na fase exponencial
da curva de crescimento, enquanto que na amostra AF2 ja existe produgdo de histamina em
TO, este fendbmeno pode dever-se as condi¢cdes de manipulagdo a que o pescado foi sujeito
antes de ser comercializado. Em relacdo & amina putrescina, esta esta presente em todas as
fases do crescimento microbiano, acumulando-se na matriz ao longo do ensaio.

Em andlise aos microrganismos Pseudomonas putrefaceans, Serratia liquefaciens,
Morganella morgannii e Hafnia alvei detetados concordantemente em todas as amostras AF1,
AF2 e AF3, sdo amplamente descritos na literatura como bactérias produtoras de aminas,
especialmente histamina. No estudo de Takahashi et al., 2003, a Morganella morgannii foi
descrita como a principal bactéria produtora de histamina, assim como, Flick and Granata 2005
que referiu ndo s6 a Morganella spp., como Hafnia alvei e a Klebsiella spp. A bactéria
Staphylococcus epidermis encontrada nas amostras, C5 e C7 foi descrita (Judas 2000), como

sendo uma bactéria produtora de histamina, putrescina e 3-feniletilamina.
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Figura 5.14: Relagdo entre a concentragdo de aminas biogénicas, em mg/kg, e a populacdo microbiana

presente na amostra camardo de aquacultura
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Nas amostras de camardo as aminas histamina, putrescina e cadaverina também
aumentaram ao longo do ensaio. O metabolito histamina, ao tempo Oh, apresenta uma
concentracao de 1143 mg/kg, bastante superior as concentracdes de histamina determinadas
para as amostras de atum ao mesmo tempo de andlise, 0 mg/kg para AF1 e AF3 e 219 mg/kg
na amostra AF2. A amina putrescina também apresenta uma concentragdo mais elevada nas
amostras de camardo comparativamente as amostras de atum fresco, quantificando-se uma
concentracao de 980 mg/kg, as Oh de refrigeracdo, nas amostras de camaréo e de 287 mg/kg,
684 mg/kg e 143 mg/kg para amostras AF1, AF2 e AF3 respetivamente. A concentracdo de
cadaverina detetada para ambas as amostras €, contrariamente ao sucedido nas outras
aminas, inferior nas amostras de camardo. Nas amostras de atum, AF1 e AF2, nao foi possivel
guantificar este metabolito as Oh de refrigeracdo, encontrando-se inferior ao limite de
quantificacdo, contudo, na amostra AF3 a concentracido de cadaverina apresenta valores de
418 mg/kg as Oh de refrigeracdo, valor que é superior & concentracdo determinada na amostra
de camardo, 127,0 mg/kg, ao mesmo tempo de refrigera¢éo, Oh.

O valor méaximo de histamina determinado na amostra de camar&do ocorreu ao tempo
120h, e foi de 3790 mg/kg, o mesmo foi verificado para as restantes aminas, 2498 mg/kg para
a putrescina e 578 mg/kg para a amina cadaverina.

Considerando as tabelas 5.7, 5.8, 5.9 e as figuras 5.11, 5.12, 5.13 e 5.14 é possivel
aferir que o camardo é uma matriz alimentar que se degrada mais rapidamente que o atum
fresco, uma vez que as mesmas condi¢cfes de ensaio/armazenamento a concentracdo destes
metabolitos é bastante superior na amostra de camardo. O estudo de (Barbosa 2013), reportou
que a deterioragdo do musculo ocorre de forma mais rapida nos crustaceos do que nos peixes,
devido a concentragéo elevada de metabolitos de baixo peso molecular que provém da autélise
do hepatopancreas, ou seja, compostos nao nitrogenados e aminodacidos livres, que servem de
substrato ao crescimento microbiano. O hepatopancreas, 6rgao localizado no cefalotérax do
camardo, tem uma grande importadncia no processo de deterioragdo deste, uma vez que
contém um concentrado de suco digestivo. Assim, quando o produto é armazenado inteiro, a
manipulacdo descuidada pode conduzir a diminuicdo da qualidade do produto, uma vez que,
com o desprendimento da cabeca, ocorre o derramamento dos sucos digestivos, e
consequentemente inicia-se uma digestdo autolitica da carne, justificando a disparidade dos
resultados obtidos entre as amostras.

Em ensaios microbioldgicos efetuados anteriormente a andlise do camardo nos
respetivos tempos Oh, 24h, 48h e 120h, foi verificado que a inoculagéo direta da diluicdo de
amostra de camar&o no meio de cultura, ndo permitia a detecdo dos microrganismos presentes
na matriz, por esse motivo foi efetuada uma etapa de enriquecimento, 4.3.3 do capitulo 4,
Materiais e métodos, para aferir se efetivamente as amostras se encontravam estéreis.

Efetuada a etapa de enriquecimento e posterior inoculacao foi possivel determinar que
a matriz camarao continha inUmeras estirpes bacterianas, ndo se encontrando estéril.

O fato das bactérias necessitarem de um meio de enriqguecimento rico em nutrientes,

para serem passiveis de detecao pela técnica das diluicbes sucessivas, deve-se ao tratamento
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atualmente mais utilizado para preservar estes crustaceos, a adicdo de sulfitos. S&o utilizados
abundantemente na indUstria alimentar compostos como o metabissulfito de sodio, bissulfito de
sadio ou metabissulfito de potassio, como desinfetantes e antioxidantes (Ligozzi et al. 2002).

Estes sulfitos inibem o crescimento das bactérias, podendo em concentracdes
elevadas, elimina-las. Contudo, a utilizagdo de concentracdes acima dos 100 ppm nao €&
aconselhada, uma vez que poderia afetar a salide do consumidor.

Considerando a Tabela A.1, presente no Anexo, as estirpes detetadas no camardo que
possuem a capacidade de produzir aminas biogénicas sdo as bactérias Acinetobacter Iwoffii,
Citrobacter freundii, Pseudomonas fluorescens, Shewanella putrefaciens e o Vibrio
alginolyticus. Estas bactérias produzem maioritariamente histidina descarboxilase, com a
excecdo da bactéria Shawanella putrefaciens que apenas produz lisina descarboxilase e
ornitina descarboxilase, produzindo apenas a cadaverina e putrescina, respetivamente.
Contudo, para além destes microrganismos, foram também detetadas bactérias como a
Aeromonas salmonicida, descrita na literatura como patogénica para os peixes salmonideos
como a truta, provocando hemorragias internas e externas, nestes animais (Campbell et al.
2015). A bactéria Lactococcus garvieae, que também apresenta um caracter patogénico, foi
também detetada na matriz camardo, afetando maioritariamente peixes de agua salgada
provenientes do Extremo Oriente. A infecdo por Lactococcus garvieae causa lesBes no
endotélio vascular originando hemorragias e petéquias na superficie dos d6rgdos dos peixes
afetados. Apesar de ser um patogénico bastante letal para os peixes, a sua taxa de
mortalidade é de 50%, em contra partida nos ser humano esta bactéria é um patogénico raro
com baixa viruléncia na infecdo humana (Wang et al. 2007).

Ainda assim, na amostra camardo, foram também identificadas bactérias como o
Staphylococcus haemolyticus, Vibrio cholerae e ainda o Vibrio parahaemolyticus. A bactéria
Staphylococcus haemolyticus é um patogénico bastante persistente no organismo humano
devido a capacidade de formacéo de biofilmes, que Ihe conferem resisténcia aos antibioticos.
Estas bactérias sdo comensais do ser humano, contudo, aquando a ingestdo de um alimento
contaminado com uma quantidade elevada desta bactéria, o paciente sofre dores abdominais,
nduseas e vomitos (Pinheiro 2014)

Por dltimo os Vibrios cholerae e parahaemolyticus sédo responsaveis por inimeras
intoxicac®es alimentares, provocando nauseas, vomitos, diarreia e em casos mais graves febre
(Rowe et al. 2001), ainda assim estes sintomas podem eliminados naturalmente sem recorrer a

toma necesséaria de antibidticos.
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6-Concluséo e perspetivas futuras

O método analitico de cromatografia liquida de ultra eficiéncia, desenvolvido na
presente dissertacao, revelou ser adequado para o estudo desenvolvido, cumprindo os critérios
de controlo de qualidade definidos no laboratério. Os parametros de qualidade avaliados
determinaram a eficiéncia da implementacdo do método para a determinacdo simultinea das
aminas biogénicas histamina, putrescina, cadaverina, tiramina e triptaminas em amostras de
pescado, nomeadamente em atum fresco, em atum em conserva e em camarao.

Nas amostras de atum fresco AF1 e AF3 foram detetadas as aminas histamina,
putrescina e cadaverina, enquanto que na amostra AF2 apenas foram determinadas as aminas
histamina e putrescina. Também nas amostras de atum em conserva, apenas em C3, C4,C7 e
C8 foi possivel determinar as aminas histamina, putrescina e cadaverina, nas restantes
conservas C1, C2, C5 e C6 apenas foram quantificadas as aminas histamina e putrescina. As
aminas tiramina e triptamina ndo foram detetadas em nenhumas das amostras de atum, quer
fresco, quer em conserva.

Verificou-se um aumento da concentracdo dos metabolitos azotados, aquando o
aumento da contagem de microrganismos presentes nas amostras de atum fresco. Do ponto
de vista da qualidade e da seguranca alimentar, apés 48h e 120h de refrigeracéo a 4°C, as
matrizes apresentam um elevado estado de deterioragdo. Embora as 48h de armazenamento
ndo seja atingido em AF1 e AF3, o limite maximo imposto na atualidade para a concentracdo
de histamina em pescado e produtos de pesca, 200 mg/kg, j& € notério uma concentragdo
bastante elevada da amina putrescina, que para além de conduzir a formacgéo de nitrosaminas
€ considerada um forte indicador de putrefacdo. Contudo, has amostras de atum em conserva,
C1, C2, C3, e C4 as concentracbes determinadas para a amina histamina, atingem quase o
dobro do valor limite de 200 mg/kg. Este fendmeno pode estar associado a praticas
inadequadas de fabrico ou até mesmo a deficiéncia de higiene ao longo do processo de
producé@o e conservacdo. A utilizacdo de matérias-primas de baixa qualidade, a inadequacao
de processos térmicos ou de refrigeracdo, podem conduzir a formagdo das quantidades
elevadas de histamina observadas.

Também com base na determinacdo dos microrganismos presentes no atum em
conserva, é importante salientar que este deve ser consumido na totalidade aquando o
momento de abertura da lata, ndo promovendo condi¢cdes térmicas favoraveis ao
desenvolvimento da microflora presente no atum, pois como é verificado no presente estudo,
mesmo em condicbes de armazenamento a 3 + 2°C, existe crescimento bacteriano e
consequente formacgéo de aminas biogénicas.

Na amostra de camar&o proveniente de aquacultura, a concentracdo de histamina no
tempo 0 as 0 horas, j4 excede o valor limite legalmente permitido, podendo mais uma vez estar
relacionado com mas praticas nos processos de producao, conservacao e/ou armazenamento.

Futuramente, para o método desenvolvido ao longo do presente estudo, deveria ser

completada a validagéo para a determinacédo de aminas biogénicas em amostras de pescado e
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produtos de pesca, com uma amostragem significativa e com a participacdo em ensaios
interlaboratoriais bem como e se possivel com o recurso a materiais de referéncia certificados.
De futuro, também seria interessante determinar o perfil de aminoacidos, de cada
matriz alimentar em estudo, com o intuito de aferir quais as matrizes com maior suscetibilidade
a agdo das enzimas descarboxilases. Deste modo seria possivel quantificar os aminoacidos
percursores das aminas biogénicas, de forma a estabelecer possiveis correlagdes entre estes e
0 aparecimento das aminas nas diferentes matrizes alimentares.
Ainda como perspetiva futura seria interessante fazer a analise de camardes
selvagens, de forma a estabelecer-se uma analise comparativa entre as amostras provenientes
de aquacultura (producao intensiva) e as provenientes de captura em aguas livres, como

oceanos.
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Anexo A
Tabela A.1: Espécies bacterianas produtoras de aminas biogénicas

Bactéria Gram-Positivas 1123|456 Bactéria Gram-Negativa 112(3|4|5|6
Bacillus cereus +H+[-]-]-]- Acinetobacter iwoffi |- --1-71-
Bacillus subtilis +--1-1-1- Aeromonas hydrophila +-1-1-1-71-
Betabacterium buchneri +--1-1-1- Citrobacter freundii -+ +[-1-
Betabacterium beve +--1-1-1- Edwardsiella spez +-1-1-1-71-
Betabacterium fermenti +l-1-1-1-1- Enterobacter aerogenes + -+ +] -] -
Carnobacterium divergens S+ -] - -]+ Enterobacter cloacae + -+ +]-1-
Carnobacterium gallinarum S+ -] - -]+ Enterococcus aggloméras +-1-1-1-71-
Carnobacterium maltaromicus | - | +| - |- |- | - Enterococcus durans S+ - - -
Carnobacterium piscicola -+ -] - -]+ Enterococcus faecalis +|+| +| + +
Clostridium aerofoetidum S+ -] -] - Enterococcus faecium - T-T-T-T+
Clostridium perfringens + |- |-|-1-1- Eschericia coli + + |+ +]| +] -
Clostridium sporogenes -+ -] - -] - Eschericia freundii +-1-1-1-71-
Kocuria varions -+ -] |+ - Hafnia alvei + - +] +| -] -
Lactobacillus acidophilus - -+ - -] - Klebisella pneumoniae + -+ +]-]-
Lactobacillus alimentarius ++-]-]-]- Klebisella oxytoca +| -+ --]-
Lactobacillus bavaricus |+ |+ -] - Morganella morganii + -] - +]-]-
Lactobacillus brevis + |+ +| +| +] - Proteus mirabilis ++-1-T+]-
Lactobacillus buchneri |+ -] +|-]- Proteus vulgaris +-1-1-1-]-
Lactobacillus bulgaricus ++| -] - +] - Pseudomonas aeruginosa +-]-]-1-]-
Lactobacillus carnis +--]-1-1- Pseudomonas fluorescens +| +| +|+| -] -
Lactobacillus casei + -]+ +]-]- Pseudomonas putrefaciens +-1-1-1-71-
Lactobacillus curvatus +| | |+ +H] + Pseudomonas reptilivora +l+]-]-]-]+
Lactobacillus delbrueckii +|+|-]-|-]+ Salmonella Arizona I I I I I
Lactobacillus divergens +--1-1-1- Salmonella dublin I I I I I
Lactobacillus farcimines S+ -] - -]+ Salmonella typhi +-1-1-1-]-
Lactobacillus fermentum +-]-]-1-]- Schewanella putrefaciens -1+ +]-1-
Lactobacillus frigidus -l - -] -] - Serratia marescens +| -+ +] -] -
Lactobacillus helveticus +-]-]--]- Serratia liquefaciens +| 4+ +] +]-]-
Lactobacillus hilgardii +l-]+]-1]-1- Shigella boydii +--]-1-1-
Lactobacillus paracasei S N R A Shigella dysenteriae +--]-1-1-
Lactobacillus plantarum + |+ |+ ]|+ + Shigella sonnei + -] -1-1-7T-
Lactobacillus reuteri +l-1-]-1-1- Vibrio alginolyticus +--]-1-1-
Lactobacillus sake +l-1-]-1-1- Yersinia enterocolitica +-1-1-1-1-

Lactococcus lactis |+ -] - +]-
Leuconostoc cremorns AR A Bactérias Gram-positivas (cont.) 1/2|3|4|5|6

Leuconostoc mesenteroides |+ -]-]+]-
Leuconostoc oenos -l - -] -] Staphylococcus saprophyticus Sl -] -
Micrococcus kristinae e Staphylococcus xylosus +--1-1-7-
Micrococcus luteus SO I N A Streptococcus cremoris +l 4+ -]-1]-1-
Oenococcus oenii A+ -]-]-]- Streptococcus durans ++[-1-]-1-
Pediococcus acidilactici SO I N A Streptococcus faecalis 4+ -] -]-+
Pediococcus cerevisiae +l-1-]-1-1- Streptococcus faecium 4+ -] -]-]-
Pediococcus pentosaceus ++|-]--]- Streptococcus lactis T+ -1-T-7T-
Staphylococcus carnosus S+ ]+ -]+ Streptococcus mitis +l+]-1-T+]-
Staphylococcus epidermidis - - +|-]+ Streptococcus liquefaciens ST+l -1+]-
Staphylococcus piscifermentans | - | +| - |- |- | - Weissella paramesenteroides Sl -] -]+

1-Histamina, 2- Tiramina, 3- Cadaverina, 4- Putrescina, 5- Triptamina, 6- B-Feniletilamina, (+) Espécie
Amino-positiva, (-) Espécie Amino-negativa, Adaptado de Judas, 2000
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Title:

Monitoring of five biogenic amines and microbiologic profile in fish matrices in different
storage conditions

Authors & affiliations:

Inés Pereira™*, Rosalia Furtado®, Inés Delgado®, Susana Jesus®, Ana Leitédo", Carla Motta”
'Faculdade de Ciéncias e Tecnologias, Universidade Nova de Lisboa, 2829-516 Caparica,
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Abstract: (Your abstract must use Normal style and must fit in this box. Your abstract should be
no longer than 300 words. The box will ‘expand’ over 2 pages as you add text/diagrams into it.)

Biogenic amines are low molecular weight nitrogen compounds that result from the action
of microbial metabolism from free amino acids, mainly produced by Enterobactereaceae, during
spoilage and fermentation of fish and fish products.

The presence of biogenic amines in foodstuffs may lead to intolerance or food poisoning,
especially due to the consumption of high concentrations of histamine. The action of histamine can
be potentiated by the presence of other biogenic amines, such as putrescine and cadaverine,
considered the most reliable indicators of fresh fish quality.

The purpose of this study was to detect and quantify in simultaneous five biogenic amines,
histamine, tryptamine, tiramine, cadaverine and putrescine, by ultra performance liquid
chromatography (UPLC®) coupled with a Photodiode Array (PAD) detector, using the AccQ Fluor
reagent from Waters® (AccQ-Tag ™ Utltra kit), as derivating agent.

The analytical assays, were performed in two food samples tuna and shrimp purchased on
the market during their shelf-life. These products were analyzed after storage at 4 £ 1°C during
48h, 72h, 120h and 240h. At the same time, microbiological quantification was performed to
establish a correlation between the level (cfu/g) of biogenic amine-producing bacteria present and
the concentration (mg/Kg) of biogenic amines produced.

The results obtained showed that between 48h to 240h, the level of microorganisms
increased (2 logyy cfu/g) and the bacteria detected such as Enterobacteriaceae, Vibrio,
Pseudomonas and Aeromonas, as well as increased histamine concentrations (43,5 mg/Kg - >
200 mg/Kg), failing the regulated histamine level, are in accordance with the described in the
scientific literature.

This study indicates that the concentration of biogenic amines is affected by the growth of
biogenic amine producers under the influence of temperature and time, fundamental contributory

factors for the microbiological quality and safety of fish and fish products.
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Anexo B2

PRESENCA DE AMINAS BIOGENICAS E QUALIDADE MICROBIOLOGICA EM
CONSERVAS DE ATUM
Inés Pereira™?, Rosalia Furtado?, Cristina Belo Correia®, Ana Leitdo®, Carla Motta?

'Faculdade de Ciéncias e Tecnologias, Universidade Nova de Lisboa,
2829-516 Caparica, Portugal,
*Departamento de Alimentac&o e Nutricdo, Instituto Nacional de Satde Doutor Ricardo
Jorge Av. Padre Cruz, 1649-016 Lisboa, Portugal.

As aminas biogénicas sdo compostos de baixo peso molecular que resultam da acdo
do metabolismo microbiano, especialmente bactérias do grupo das Enterobacteriaceae, sobre
aminoacidos livres presentes em certos alimentos. Estes metabolitos podem ser determinados
em varios tipos de matrizes alimentares, contudo, em géneros alimenticios com elevado teor de
proteina, como peixe e carne processada, a probabilidade de formacgdo destes compostos é
bastante superior.

O consumo de alimentos com elevada concentragdo de aminas biogénicas,
especialmente tiramina e histamina, pode provocar sintomas muito semelhantes aos de uma
reacdo alérgica, podendo incluir também outro tipo de manifestacbes neurolégicas e
gastrointestinais como nauseas, vomitos e diarreia.

Neste estudo foram realizados ensaios em oito marcas diferentes de atum em conserva
ao natural. O objetivo foi identificar e quantificar, em simultaneo, cinco aminas biogénicas,
histamina, triptamina, tiramina, cadaverina e putrescina, por cromatografia liquida de ultra
pressao (UPLC®). A metodologia analitica incluiu a extracdo das aminas com &cido
tricloroacético 5% e a separacdo e quantificagcdo das mesmas por UPLC® de fase reversa,
acoplado a um detetor PAD e mediado pelo reagente AccQ Fluor da Waters® (kit AccQ-
TagTMUtItra®). Em paralelo foram realizados ensaios microbiol6gicos para detetar a presenca
de bactérias aerdbias e anaerdbias produtoras de aminas. A presenca de microrganismos
aerObios e anaerobios foi detetada por meétodos culturais. Para efetuar a identificagcao
bioquimica das estirpes isoladas utilizou-se o equipamento Vitek® Compact 2.

Os resultados obtidos evidenciaram que as concentragbes maximas das aminas
identificadas histamina, putrescina e cadaverina, foram 521 + 43,1 mg/kg; 2844 + 32,5 mg/kg e
52,8 + 3,56 mg/kg, respetivamente, e as concentragdes minimas foram 32,6 + 8,41 mg/kg para
a histamina, 648 + 58,00 mg/kg para a putrescina e 19,7 + 5,47 mg/kg para a cadaverina. As
aminas tiramina e triptamina ndo foram detetadas, em nenhuma das unidades analiticas de
atum em conserva selecionadas para o estudo.

Nos ensaios microbiologicos efetuados, em duas das oito amostras testadas néo foi
observado qualquer desenvolvimento microbiano.

Foram identificadas as espécies bacterianas, Staphylococcus warneri em 4 marcas,

Bacillus cereus e Staphylococcus hominis, em 1 marca e Staphylococcus epidermidis em 2
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marcas. Destas estirpes apenas Staphylococcus epidermidis € reconhecido como produtor de
histamina e putrescina, as restantes estirpes ndo estdo associadas a producdo de enzimas
descarboxilases.

A metodologia utilizada neste estudo revelou-se adequada para a quantificacdo dos
analitos analisados. Das 8 amostras de atum em conservas estudadas, 6 apresentaram valores
de histamina superiores aos valores maximos estabelecidos na legislacdo europeia. No
entanto, apenas em 2 das 8 marcas foi detetada a presenca de microrganismos produtores de
histamina.

A formacdo de niveis elevados de histamina pode estar relacionada, entre outros
fatores, com procedimentos inadequados de embalamento e refrigeracdo, com o
incumprimento das boas praticas de higiene e de fabrico durante o processo produtivo ou ainda
com a utilizagdo de matérias-primas de baixa qualidade. De salientar no entanto que, apesar
da maioria dos microrganismos produtores de aminas, serem eliminados durante o processo de

producgédo das conservas, uma vez formados, estes compostos, ja ndo sdo destruidos.
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Anexo B3

RELAGCAO ENTRE A CONCENTRAGAO DE AMINAS BIOGENICAS E A POPULACAO
MICROBIANA PRESENTE EM CAMAROES DE AQUACULTURA

Inés Pereira’?, Rosélia Furtado® Cristina Belo Correia, Ana Leitdo", Carla Motta®
'Faculdade de Ciéncias e Tecnologias, Universidade Nova de Lisboa, 2829-516 Caparica,
Portugal;
*Departamento de Alimentac&o e Nutricdo, Instituto Nacional de Satde Doutor Ricardo

Jorge Av. Padre Cruz, 1649-016 Lisbon, Portugal.

As aminas biogénicas sdo metabolitos, produzidos pela flora microbiana, que resultam
da descarboxilagdo de aminoécidos livres, presentes nas matrizes alimentares.

Estes compostos séo frequentemente determinados em alimentos com elevado teor de
proteina como o peixe e a carne, ou que foram sujeitos a processos de fermentacdo como o
queijo e o0 vinho. Estes metabolitos, para além de desempenhem um papel vital nos
organismos vivos, também podem desencadear efeitos tdéxicos que apenas sdo evidentes
quando a sua concentragdo nos alimentos consumidos é muito elevada.

O objetivo deste estudo foi detetar e quantificar cinco aminas biogénicas em
simultaneo, histamina, triptamina, tiramina, cadaverina e putrescina, por cromatografia liquida
de ultra presséo (Acquity, UPLC®, Waters®) acoplada a um detetor PAD. O estudo foi realizado
em amostras de camardo de aquacultura, adquiridas em superficies comerciais na regido de
Lisboa.

A amostra foi armazenada sob refrigeracdo a 4°C, durante um periodo de 5 dias. A
determinacdo e quantificacdo das cinco aminas foram realizadas apds 0, 24, 48 e 120 horas.
Foram efetuados ensaios microbioldgicos nos mesmos periodos de tempo, para averiguar a
existéncia e eventual relacdo, entre o niUmero de bactérias produtoras de aminas, presentes
nas amostras e a quantificacdo dos metabolitos.

Ao longo do ensaio, a concentracdo de aminas biogénicas foi aumentando
determinando-se as Oh do ensaio a concentracéo de 1143 + 224 mg/kg para a histamina, 980,1
+ 210,5 mg/kg para a putrescina e 127 + 28,6 mg/kg para a cadaverina, e as 120h de
refrigeracdo a concentragdo, 3790 + 672 mg/kg para a histamina, 2498 + 450 mg/kg para a
putrescina e 578 + 135 mg/kg para a cadaverina. As aminas tiramina e triptamina ndo foram
detetadas na amostra.

Nos ensaios microbiolégicos, verificou-se um crescimento exponencial das Oh para as
120h e identificaram-se as estirpes Acinetobacter Iwoffii, Citrobacter freundii, Pseudomonas
fluorescens, Shewanella putrefaciens e Vibrio Cholerae como bactérias produtoras de histidina
descarboxilase.

O método revelou-se adequado para a quantificacdo dos analitos em estudo. Aquando
0 momento de aquisi¢éo (T Oh de ensaio) a concentracdo de histamina ja ultrapassava o valor

legalmente permitido (200mg/kg) para este metabolito.
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Implementag&o do método analitico para determinagdo de aminas biogénicas em amostras de
pescado e produtos de pesca. Avaliacéo de processos para a sua formagao
A presenca de concentracfes elevadas de aminas nas matrizes alimentares, encontra-
se geralmente relacionadas com técnicas de producado inadequadas, bem como das condicdes

incorretas de armazenamento.
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