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1 INTRODUCAO

A vida moderna imprimiu um ritmo acelerado no cotidiano dos individuos; no
aspecto relacionado a alimentacéo e teve como repercussao a mudanca de habitos
alimentares, com a introducdo de refei¢cdes rapidas e a utilizacdo de alimentacdo
fora do ambiente domeéstico além da substituicio de alimentos in natura por
alimentos processados. Estes fatores levaram ao crescimento da atencéo para com
a seguranca dos alimentos (BENEVIDES, 2004; POLONIO e PERES, 2009).

Desta forma, as mudancas dos habitos alimentares do consumidor além da
competitividade, a crescente busca e oferta de tecnologia das industrias denota que
as mesmas devem estar prontas para atender os desejos do consumidor (SILVA et
al., 2008).

A producao de queijo no Brasil em 2010 foi de 40700 toneladas (FAO, 2012),
apesar do consumo ainda ser baixo comparado a outros paises, vem aumentando
nos ultimos anos. O setor de laticinios tem grande importancia socioecondmica, em
especial na fabricacdo de queijos. Este mercado ocupa atualmente o sexto lugar na
producdo mundial (SANTOS, 2010), oferecendo ainda uma infinidade de produtos
lacteos atendendo aos interesses especificos de certos grupos de consumidores que
buscam produtos saudaveis e que ndo causem risco a saude dos mesmos (DIAS,
2009). Existem varios tipos diferentes de queijos, entre eles alguns sofrem o
processo de maturacdo decorrente do processamento tecnologico, produz
alteracdes de textura e sabor, associadas principalmente a protedlise da caseina,
resultando em um aumento no teor de aminoacidos livres (Joosten,19886), que por
acado de descarboxilases bacterianas produzem aminas biogénicas (Halasz et al. ,
1994; El-Sayed, 1996).

Outra atividade bastante importante no Brasil € a psicultura e, o Oreochromis
niloticus é a espécie de peixe mais produzida pela aquicultura nacional, podendo ser
encontrada nos diferentes estados brasileiros. Em 2009, esta atividade representou
39% do total do pescado proveniente da piscicultura continental, totalizando 132,957
toneladas (Brasil, 2010).

Entretanto, o pescado apresenta aspectos fisioloégicos e bioquimicos que
propiciam condic¢des intrinsecas favoraveis a multiplicacdo microbiana, como pH
proximo a neutralidade, elevada atividade de agua nos tecidos, altos teores de

lipideos insaturados, nutrientes facilmente utilizaveis por microrganismos, rapida
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acdo das enzimas autoliticas e alta atividade metabdlica da microbiota (Marsico et al.
2006), sendo a acgao bacteriana, a principal causa da decomposi¢do do pescado.
Esta matriz alimentar apresenta uma microbiota natural variada, principalmente
presente no muco superficial, branquias e trato digestivo. Contudo, tornam-se
potencialmente perigosos para os consumidores quando os métodos de sanitizacéo,
higienizacdo e conservacdo séo inadequados (Minozzo; Maluf 2007), especialmente
devido ao fato da acdo microbiana originar inUmeros metabdlitos (Rodrigues et al.
2012). Dentre estes alguns compostos apresentam potencial toxicolégico a saude
humana, como as aminas biogénicas.

Tanto no queijo quanto no pescado assim como em outros alimentos podem
produzir aminas biogénicas, sendo essas definidas como bases organicas de baixo
peso molecular, de importancia biolégica em vegetais, animais e células
microbianas, formadas principalmente por descarboxilagdo microbiana de
aminoacidos e transaminacdo de aldeidos e cetonas (PINTADO et al.,2008). A
presenca de aminas biogénicas é uma condicdo inerente ao processamento
tecnoldgico de varios alimentos que contenham proteinas ou aminoacidos livres e
gue estejam sujeitos a condicbes que permitam a atividade microbiana e/ou
bioguimica (SILLA-SANTOS, 1996).

As aminas presentes nos alimentos s&o rapidamente metabolizadas no
organismo por conjugacdo, ou mediante reacbes de oxidacdo por enzimas
aminoxidases, como as monoaminoxidases (MAO), as diaminoxidases (DAO) e as
poliaminoxidases (PAO) (SMITH, 1981). Sendo assim, as aminas geralmente n&o
apresentam risco a saude humana. Entretanto, quando ingeridas em elevadas
concentracfes ou quando o sistema de catabolismo das aminas é inibido, podem
causar efeitos toxicos como: reacdes alérgicas, caracterizadas pela dificuldade
respiratoria, prurido, erupcdo cutanea, vomitos, febre, e hipertenséo. (HALASZ et al.,
1994; LANGE et al., 2002).

Tradicionalmente, a formacdo de aminas biogénicas nos alimentos tem sido
evitada, principalmente, limitando crescimento microbiano através de refrigeracdo e
congelamento. No entanto, tornam-se necessarias outras medidas para prevenir a
formacdo de aminas biogénicas em alimentos atender o consumidor e a industria
gue desejam produtos seguros com maior validade comercial, e para reduzir seus

niveis ou limitar o crescimento microbiano existe entre outras tecnologias a
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irradiacdo, embalagem em atmosfera modificada que serdo abordadas no presente
trabalho.

O presente estudo teve como objetivo detectar e quantificar as aminas
biogénicas (cadaverina, espermidina, histamina, putrescina e tiramina) em quatro
diferentes tipos de queijos encontrados, utilizando a técnica de cromatografia liquida
de alta eficiéncia (CLAE), verificar se 0 método utilizado € eficaz para a deteccao e
guantificacdo das aminas biogénicas nos queijos analisados, além de avaliar a
producdo de aminas biogénicas durante o periodo de armazenamento de filés de
tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus) resfriados, embalados em atmosfera

modificada e irradiados.



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 AMINAS BIOGENICAS

As aminas bioativas ou biologicamente ativas sdo bases organicas alifaticas,
aromaticas ou heterociclicas de baixo peso molecular. S&o, também, definidas como
compostos nitrogenados, em que um, dois ou trés &tomos de hidrogénio da aménia
foram substituidos por grupos alquila ou arila, como a histamina, que é uma
molécula hidrofilica, apresentando um anel imidazélico e um grupo amino
conectados por dois grupos metileno. As aminas sao formadas por processos
bioquimicos e participam de fungBes metabdlicas e fisioldgicas importantes nos
organismos vivos, desempenhando diversas atividades biolégicas. Sdo encontradas
em alimentos de origem animal, vegetal, bem como em alimentos fermentados
(BRINK et al., 1990; HALASZ et al., 1994; CINQUINA et al., 2004a; GLORIA, 2005).

A maioria das aminas foi denominada de acordo com o aminoé&cido precursor,
como por exemplo, a histamina, que é originada da histidina, a tiramina da tirosina, a
triptamina do triptofano, e assim por diante. No entanto, os nomes cadaverina e
putrescina estdo associados a decomposicéo e putrefacdo, assim como espermina e
espermidina com fluidos seminais onde elas foram encontradas pela primeira vez
(HALASZ et al., 1994; GLORIA, 2005; GLORIA & VIEIRA, 2007).

As aminas bioativas podem ser classificadas em funcdo do numero de
grupamentos amina na molécula, da estrutura quimica, da via biossintética e das
funcbes que exercem. Quanto ao numero de grupamentos amina na molécula, se
classificam em monoaminas (tiramina e feniletilamina), diaminas (histamina,
triptamina, serotonina, putrescina e cadaverina) e poliaminas (espermidina,
espermina e agmatina) (GLORIA, 2005). Com relacdo a estrutura quimica, as
aminas podem ser classificadas em alifaticas (putrescina, cadaverina, espermidina,
espermina e agmatina), aromaticas (tiramina e feniletilamina) e heterociclicas
(histamina e triptamina). Ainda, em relagdo a estrutura quimica, podem ser

classificadas em catecolaminas (dopamina, noradrenalina e adrenalina), indolaminas
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(serotonina) e como imidazolaminas (histamina) (SMITH, 1980-81; BARDOCZ, 1995;
SILLA-SANTOS, 1996).

Quanto a via biossintética, as aminas se classificam em naturais, que sdo formadas
durante a biossintese in situ, ou seja, a partir de uma molécula mais simples, a
medida que sao requeridas (espermina e espermidina), ou podem estar
armazenadas nos mastdocitos e basoéfilos (histamina). Por outro lado, as aminas
biogénicas sdo formadas por reacbes de descarboxilacdo conduzidas por
descarboxilases bacterianas, sendo esta a principal via de formacdo de aminas nos
alimentos (histamina, serotonina, tiramina, feniletilamina, triptamina, putrescina,
cadaverina e agmatina) (SHALABY, 1996; GLORIA, 2005)

Com relacéo a funcédo que exercem, as aminas bioativas podem ser classificadas em
moduladoras e promotoras do crescimento, por atuarem no crescimento e
manuteng¢do do metabolismo celular e, em vasoativas e neuroativas, devido ao seu

efeito nos sistemas vascular e neural (BARDOCZ et al., 1993).

As aminas biogénicas podem ser formadas por hidrolise de compostos nitrogenados,
decomposicdo térmica ou descarboxilacdo de aminoacidos (Figura 4), sendo a
ultima a principal via de formagéo (MAIJALA et al., 1993; BARDOCZ, 1995).

A formacgéo de aminas biogénicas nos alimentos esta condicionada a disponibilidade
de aminoacidos livres, presenca de microrganismos descarboxilase positivos e,
também, as condi¢des favoraveis para o crescimento bacteriano, sintese e acédo de
enzimas descarboxilantes (SHALABY, 1996).

Os microrganismos com atividade descarboxilante sobre os aminoacidos podem
fazer parte da microbiota associada ao alimento, serem introduzidos para obtencéo
de produtos fermentados, ou ainda, por contaminacdo antes, durante ou depois do
processamento. A quantidade e o tipo de aminas nos alimentos em geral, dependem
da natureza, origem, etapas de processamento e microrganismos presentes
(HALASZ et al., 1994).
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Dentre os géneros bacterianos capazes de descarboxilar um ou mais aminoacidos
estdo incluidos Bacillus, Citrobacter, Clostridium, Escherichia, Klebsiella,
Lactobacillus, Pediococcus, Photobacterium, Proteus, Pseudomonas, Salmonella,
Shigella e Streptococcus. Espécies de Enterobacteriaceae produzem histamina,
tiramina, putrescina e cadaverina (MARINO et al., 2000). Em peixes, Morganella
morgani, Klebsiella pneumonia, e Hafnia alvei sdo consideradas importantes
formadoras de histamina (GLORIA, 2005).

Fatores como temperatura, pH do meio, tensédo de oxigénio, presenca de vitaminas e
coenzimas, concentracdo de aminodcidos livres e de carboidratos fermentaveis
podem influenciar na producdo de aminas pelos microrganismos. Em meio acido (pH
2,5 a 6,5), a producdo de aminas é estimulada como mecanismo de protecdo da
bactéria (GLORIA, 2005), devido ao fato de que altas concentracdes do fon H+
tornam-se prejudiciais ao microrganismo fazendo com que este sintetize as enzimas
descarboxilases (SILLA-SANTOS, 1996). Com relacdo a temperatura, as
descarboxilases sdo mais ativas em temperaturas inferiores a 30 °C, acima de 40 °C
sdo inativadas e, na faixa de 0 a 10 °C, a atividade dependerd da microbiota
presente (HALASZ et al., 1994).

As aminas em alimentos podem estar naturalmente presentes no produto, ou serem
formadas por microrganismos adicionados (culturas iniciadoras) ou contaminantes,
introduzidos devido as condi¢Bes higiénico-sanitarias inadequadas. Assim sendo,
podem ser utilizadas como parametro ou critério de qualidade, refletindo a méa
qualidade das matérias-primas utilizadas e/ou das condi¢des higiénico-sanitarias
durante a fabricacéo de certos produtos (HALASZ et al., 1994; KALAC et al., 2002;
GLORIA, 2005).

Para formagdo das poliaminas, os aminoacidos ornitina e arginina sdo 0s
precursores, sendo a putrescina um composto intermediario obrigatorio. Para formar
a putrescina, a arginina é transformada em ornitina pela acédo da enzima arginase e,
em seguida, a ornitina sofre a agcdo da ornitina descarboxilase (ODC) formando a
putrescina (HILLARY & PEGG, 2003; MOINARD et al., 2005). A putrescina pode ser

formada por diferentes vias dependendo do organismo vivo. Em animais e fungos a
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formacao da putrescina ocorre via descarboxilacdo da ornitina. Células bacterianas
possuem uma via alternativa, a descarboxilagéo da arginina formando agmatina. Em
vegetais, a sintese pode ocorrer tanto via agmatina quanto via ornitina (BARDOC?Z,
1995).

Na sintese da espermidina, € adicionado a putrescina um grupo aminopropil
derivado da metionina, via S-adenosilmetionina (SAM), e este mesmo grupo é
adicionado a espermidina para formar a espermina. As enzimas espermidina e
espermina sintases e SAM descarboxilase participam destas reacdes (GLORIA,
2005).

Estudos com microrganismos, animais e plantas tém demonstrado a importancia das
aminas bioativas no metabolismo e crescimento (SMITH, 1984). As aminas atuam
como reservas de nitrogénio, substancias naturais de crescimento de
microrganismos e de vegetais, como hormonios ou fatores de crescimento, aceleram
0 processo metabdlico, participam na regulacdo da secrecao gastrica, na contracdo
e relaxamento do musculo liso, sdo biomoduladoras e estimulam os neurbénios
sensoriais, motores e cardiovasculares (SMITH, 1980-1981; STRATTON et al., 1991;
BAUZA et al., 1995).

As poliaminas séo indispensaveis as células vivas, desempenhando papel
importante em diversas funcées fisiolégicas de humanos e animais (KALAC &
KRAUSOVA, 2005). Essas possuem varias interacdes eletrostaticas com
macromoléculas, especialmente DNA (acido desoxirribonucléico), RNA (acido
ribonucléico) e proteinas, e estdo envolvidas na regulacédo e estimulacdo de suas
sinteses. Estimulam a diferenciacdo celular, interagindo e moldando varios sistemas
intracelulares. Sao importantes na permeabilidade e estabilidade das membranas
celulares e reduzem a permeabilidade da mucosa a macromoléculas e proteinas
alergénicas, prevenindo alergias alimentares (DROLET et al., 1986; BARDOCZ,
1995; LOSER 2000). De acordo com DROLET et al. (1986) e BARDOCZ (1995), a
espermina e espermidina, assim como as diaminas putrescina e cadaverina, séo
eficientes sequestradoras de radicais livres em sistemas enzimaticos, quimicos e in

vitro; podem inibir peroxidacédo de lipideos e prevenir a senescéncia. Espermina e
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espermidina também tém implicacdes na renovacdo e funcionalidade do trato
digestivo e na maturacdo da mucosa intestinal (BARDOCZ et al., 1993; MOINARD et
al., 2005).

Algumas aminas sdo psicoativas ou vasoativas. A histamina, serotonina, dopamina,
adrenalina e noradrenalina s&o psicoativas e atuam como neurotransmissoras no
sistema nervoso central. Os neurdnios que contém histamina podem participar na
regulacédo da ingestdo de agua, da temperatura corporal e da secrecdo de hormonio
antidiurético, bem como no controle da pressado arterial e da percepcdo da dor
(GOODMAN & GILMAN, 2003). As aminas vasoativas atuam direta ou indiretamente
no sistema vascular, podendo ser vasoconstritoras (pressoras) ou vasodilatadoras.
Tiramina, feniletilamina, isoamilamina, dopamina, adrenalina, noradrenalina e
triptamina causam um aumento na pressdo sangilinea por constricdo do sistema
vascular e aumento da velocidade e da forca da contracao cardiaca. A serotonina €
vaso e bronco-constritora, estd envolvida na regulacdo de inumeras funcdes

importantes, incluindo sono, sede, fome, humor e atividade sexual (GLORIA, 2005).

Tipicamente, a histamina provoca dilatacdo dos pequenos vasos sanguineos,
resultando em rubor, diminuicdo da resisténcia periférica total, reducdo da pressao
arterial sistémica, aumento da contracdo e velocidade do batimento cardiaco e
aumento da permeabilidade capilar (GOODMAN & GILMAN, 2003). Além disso, atua
na contracdo e relaxamento do musculo liso, na regulacdo da secrecdo gastrica e
como estimulante dos neurdnios dos sistemas motor e sensorial (SMITH, 1980-1981;
TAYLOR, 1986; STRATTON et al., 1991; GLORIA, 2005).

Algumas aminas podem ter papel protetor contra predadores. Outras aminas s&o
importantes como precursoras de componentes biolégicos importantes, como por
exemplo, o horménio de plantas, 4cido indol-3-acético, e o &cido fenilacético que sdo

derivados da triptamina e feniletilamina, respectivamente (COUTTS, 1986).

As aminas bioativas sao substancias importantes na dieta humana, pois
desempenham funcdes fisiologicas essenciais. As aminas presentes nos alimentos

sao rapidamente metabolizadas no organismo por conjugacdo, ou mediante reagdes
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de oxidagcdo por enzimas aminoxidases, como as monoaminoxidases (MAO), as
diaminoxidases (DAO) e as poliaminoxidases (PAO) (SMITH, 1980-1981). Sendo
assim, as aminas geralmente ndo apresentam risco a saude humana. Entretanto,
guando ingeridas em elevadas concentracfes ou quando o sistema de catabolismo
das aminas € inibido, podem causar efeitos toxicos (HALASZ et al., 1994; LANGE et
al., 2002).

Individuos saudaveis podem metabolizar as aminas presentes nos alimentos por
acetilacdo e oxidacdo. Aminas biogénicas sdo oxidadas pelas MAO e DAO.
Poliaminas, em geral, sdo primeiramente acetiladas e depois oxidadas pelas PAO
(GLORIA, 2005).

Entretanto, problemas podem ocorrer, caso uma quantidade excessiva seja ingerida
e/ou 0s mecanismos naturais para o catabolismo das aminas sejam geneticamente
deficientes ou prejudicados por alguma doenca ou acdo de farmacos. Individuos
com problemas respiratérios ou coronarianos, hipertensdo, com deficiéncia em
vitaminas B12 e com problemas gastrintestinais (gastrite, sindrome do intestino
irritado, doenca de Crohn, Ulcera de estdbmago) sdo um grupo de risco, uma vez que
a atividade das aminoxidases em seus intestinos € geralmente menor do que em
individuos saudaveis. Pacientes tomando medicamentos inibidores da MAO, DAO e
PAO podem também ser afetados, pelo fato dessas drogas impedirem o catabolismo
de aminas (Figura 5). Os inibidores de MAO e DAO sao usados no tratamento de
estresse, depressao, doenca de Alzheimer e Parkinson, sindrome do panico e fobia
social (FUZIKAWA et al., 1999; GLORIA, 2005).

Segundo BAUZA et al. (1995), o etanol também pode atuar como inibidor da MAO,
intervindo no metabolismo das catecolaminas, tiramina e feniletilamina Altos niveis
de aminas biogénicas estdo relacionados a numerosos episodios de intoxicagéo,
particularmente por histamina e tiramina. A intoxicacao por histamina se manifesta
de poucos minutos a varias horas apos a ingestao do alimento contendo esta amina.
Primeiramente, rubor facial e no pesco¢o é observado, acompanhado por uma
sensacao de calor, gosto metélico e desconforto. Freqiientemente, observa-se uma

intensa e pulsante dor de cabeca. Outros sintomas podem ser palpitacdes cardiacas,



22

tontura e fraqueza, sede, inchagco dos labios, urticaria, pulsacdo rapida e fraca e
disturbios gastrointestinais. No entanto, os sintomas mais comuns S&o urticaria,
diarréia e dor de cabeca. Em casos severos, bronco espasmos, sufocacdo e
respiracdo dificil sdo reportados. A recuperacdo, em geral, ocorre 8 h apds a
ingestdo (TAYLOR, 1986; SHALABY, 1996; GLORIA, 2005; LANDETE et al., 2007).

A histamina pode ser catabolizada por diferentes reacdes (Figura 6). As duas
principais rotas sdo a oxidacao a imidazol-acetaldeido, pela DAO e metilagdo a 1,4-
metil-histamina, pela histamina N-metil-transferase (HMT). Em mamiferos, 60 a 80%
dos metabdlitos de histamina s@o derivados da desaminacdo oxidativa. As
aminoxidases estdo envolvidas em ambas as rotas; convertem 1,4-metil-histamina
ao aldeido correspondente e tém um menor papel na conversdo de histamina a
imidazol-acetaldeido. Inibidores da MAO podem interferir em qualquer destes
estagios, embora o metabolismo da 1,4-metil-histamina seja um dos mais afetados,
ja que a DAO esta primariamente envolvida na conversdo de histamina a imidazol-
acetaldeido. Esses metabdlitos tém pouca ou nenhuma atividade e sdo excretados
na urina (GLORIA, 2005).

As aminas putrescina e cadaverina podem potencializar o efeito toxico da histamina,
por inibir as enzimas DAO, aumentando o seu transporte através da parede
gastrintestinal (TAYLOR, 1986). A presenca destas substancias potencializadoras
pode explicar porque, em alguns casos, peixes deteriorados e queijos maturados
sdo mais toxicos que a mesma gquantidade de histamina quando ingerida sozinha
(SOARES & GLORIA, 1994; GLORIA, 2005). Apés liberagdo dos granulos de
armazenamento, a histamina exerce um papel central na hipersensibilidade imediata
e nas respostas alérgicas. As agbes sobre o musculo liso brénquico e sobre os
vasos sanguineos respondem por muitos sintomas da reagéo alérgica (GOODMAN
& GILMAN, 2003).

As poliaminas espermidina e espermina podem acelerar o crescimento de tumores.
Sendo assim, para pacientes em tratamento de cancer recomenda-se uma dieta com
reduzidos teores destas substancias de forma a diminuir o crescimento e progresso
do tumor (BARDOCZ, 1995; LIMA & GLORIA, 1999). A espermidina, espermina,
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putrescina e cadaverina podem reagir com nitrito sob condi¢cfes acidas para formar
N-nitrosaminas, muitas das quais apresentam atividade cancerigena (HALASZ et al.,
1994; SILLA-SANTOS, 1996; ELIASSEN et al., 2002).

A tiramina é outra amina envolvida em intoxicacdo. Quando alimentos contendo
tiramina em altos niveis sdo ingeridos, uma grande quantidade desta amina n&o
metabolizada pode atingir a corrente sanguinea. Este fato leva a liberacdo de
noradrenalina pelo sistema nervoso simpatico, acarretando em uma variedade de
reacoes fisiologicas. Ocorre um aumento na pressao sanguinea pela vasoconstricao
periférica e aumento da poténcia cardiaca. A tiramina pode também dilatar as
pupilas, causando lacrimacéo, promover salivagao, febre, vomito, dor de cabeca e

aumento na taxa de respiracdo e teor de acucar no sangue.

Quando consomem alimentos ricos em tiramina, aproximadamente 30% dos
individuos com enxaqueca classica podem ter crise (GLORIA & VIEIRA, 2007). Em
pacientes em tratamento com inibidores da MAO, a tiramina pode causar
enxaqueca, induzir hemorragia cerebral e parada cardiaca (MAGA, 1978; SMITH,
1980-1981; MAIJALA et al.,, 1993; LEHANE & OLLEY, 2000). Varios casos de
intoxicacdo por tiramina foram reportados pela ingestdo de queijos e bebidas
alcodlicas. Os sintomas duram de 10 minutos a 6 horas, durante os quais quadros
de hipertenséo e dor de cabeca variam. Podem ocorrer também alteracdes visuais,
vomitos, contracdo muscular, confusdo mental ou excitacdo. Dores no peito
simulando angina pectorial, falha coronariana grave, edema pulmonar e hemorragia
cerebral jA foram descritos. Incidentes fatais foram reportados na literatura
(SHALABY, 1996; GLORIA & VIEIRA, 2007). A Tabela 4 apresenta diversos efeitos

toxicos relacionados as aminas bioativas.

As aminas podem ser empregadas como indice ou critério de qualidade
(DONHAUSER et al., 1993), refletindo a ma qualidade das matérias-primas
utilizadas e/ou das condicbes higiénicas prevalentes durante a producéo,
processamento e armazenamento de certos produtos (TAYLOR, 1986; VECIANA-
NOGUES et al., 1997). Podem também ser usadas como um indicador do alimento

deteriorado, uma vez que a deterioracdo microbiana pode ser acompanhada pelo
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aumento da producéo de descarboxilases (HALASZ et al., 1994). Uma vantagem do
uso de aminas como critério de qualidade reside no fato destas serem termo-
resistentes, permanecendo no alimento mesmo apoés tratamento térmico (LIMA &
GLORIA, 1999).

2.2 QUEIJOS

Segundo o Regulamento Técnico de Identidade e Qualidade de Queijos (BRASIL,
1996), entende-se por queijo, o produto fresco ou maturado que se obtém por
separacdao parcial do soro do leite ou leite reconstituido (integral, parcial ou
totalmente desnatado), ou de soros lacteos, coagulados pela a¢éo fisica do coalho,
de enzimas especificas de bactérias especificas, de acidos organicos, isolados ou
combinados, todos de qualidade apta para uso alimentar, com ou sem agregacéao de
substancias alimenticias e/lou especiarias e/ou condimentos, aditivos
especificamente indicados, substancias aromatizantes e matérias corantes. Entende-
se ainda por queijo fresco, aquele que estad pronto para consumo logo ap0s sua

fabricacéao.

A prética de fabricacdo de queijos, originalmente, foi concebida com o objetivo
de estender o prazo de validade comercial do leite e conservar seus componentes
nutricionais (BERESFORD, 2001).

Nem todos os componentes do leite estdo presentes no queijo, pois a caseina
ao aglutinar-se separa a fase sélida da agua resultando em um concentrado protéico
gorduroso. As globulinas, albuminas, lactose e algumas vitaminas e sais
permanecem na fase liquida formando junto com a agua, o soro. Com relacdo aos
sais minerais, 0s queijos fabricados através de coagulacao enzimatica retém mais da
metade do calcio e do fésforo existente no leite (CRUZ e GOMES, 2001).

2.3 TILAPIA (Oreochromis niloticus)

A tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus), dentre as espécies cultivadas, obteve maior

destaque na piscicultura por suas caracteristicas sensoriais, bom rendimento de filé,
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alta produtividade e rusticidade (Marengoni 2006), tornando-se bastante atraente em
todo o pais por demonstrar boa adaptabilidade em diversas condi¢cbes ambientais,
boa conversdo alimentar e carne de textura firme (Wagner et al. 2004), com
qualidade superior e sem espinhos, o que facilita o trabalho de filetagem, além de
apresentar boa aceitacdo no mercado (Figueiredo; Valente 2008). Este fato, bem
como o sabor, valor nutritivo e baixo custo vém impulsionando a expanséo da tilapia
no Brasil. Além disso, devido sua facilidade de cultivo, os piscicultores despertaram
atencdo para esta espécie 0 que, consequentemente, manifestou o interesse das
indUstrias em processar este peixe (Simdes et al. 2007). Atualmente, o Oreochromis
niloticus é a espécie de peixe mais produzida pela aquicultura nacional, podendo ser
encontrada nos diferentes estados brasileiros. Em 2009, esta atividade representou
39% do total do pescado proveniente da piscicultura continental, totalizando 132,957
toneladas (Brasil 2010).

2.4 EMBALAGEM EM ATMOSFERA MODIFICADA

2.5 IRRADIACAO
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RESUMO

As aminas biogénicas (cadaverina, espermidina, histamina, putrescina e tiramina) foram
determinadas e quantificadas em quatro diferentes tipos de queijos utilizando a técnica de
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE). Para realizar o estudo, foram adquiridas 10
amostras de cada tipo de queijo: gouda, minas frescal, mussarela e prato no mercado varejista
do Rio de Janeiro. As 40 amostras passaram pelas etapas de extracdo e derivatizacdo das
aminas biogénicas, as quais foram detectadas e quantificadas por CLAE-UV. Para avaliar as
diferengas entre os queijos foi aplicada a analise de variancia ANOVA e teste de Tukey.
Dentre os queijos estudados, o minas frescal apresentou 0s mais baixos teores de aminas
biogénicas (24,26 mg Kg™), e os teores mais elevados (489,15 mg Kg™) foram detectados no
gouda. Das aminas biogénicas analisadas, a tiramina foi a que demonstrou concentra¢fes mais
elevadas (623,60 mg Kg?) e a espermidina as menores concentracdes (0,80 mg Kg™),

considerando-se 0s quatro tipos de queijos estudados. O queijo gouda parece ser 0 que requer
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maiores cuidados com relacdo ao monitoramento da presenca de aminas biogénicas. A
metodologia utilizada mostrou ser eficaz para efetuar a deteccdo e quantificacdo das aminas

biogénicas nos queijos analisados.

Palavras-chave. queijos, aminas biogénicas, CLAE

ABSTRACT

This study aimed at detecting and quantifying the biogenic amines (cadaverine, spermidine,
histamine, putrescine and tyramine) in four different kinds of cheeses, using high performance
liquid chromatography (HPLC). For this study, ten samples of kinds of cheese: gouda, minas,
mozzarella and prato were purchased in the retail market of Rio de Janeiro. Biogenic amines
were previously extracted and derivatizated; there after, these amines were detected and
quantified by HPLC-UV. For assessing the differences among the analyzed cheeses, the data
were applied to ANOVA and Tukey's test. Among the analyzed cheeses, minas cheese
showed the lowest amounts of amine (24.26 mg Kg™), and the highest contents (489.15 mg
Kg™) were found in gouda cheese. As for the investigated biogenic amines, tyramine showed
the highest concentrations (623.60 mg kg™) and spermidine was found at the lowest
concentration (0.80 mg Kg™) in four types of cheese. This study points out that the gouda
cheese seems to demand much more careful processing for monitoring the biogenic amines.
Also, the used methodology was effective for detecting and quantifying the biogenic amines
in analyzed cheeses samples.

Keywords. cheeses, biogenic amines, HPLC

INTRODUCAO

Aminas biogénicas sdo bases organicas de baixo peso molecular, de importancia
biologica em vegetais, animais e células microbianas, formadas principalmente por
descarboxilagdo microbiana de aminoéacidos e transaminacdo de aldeidos e cetonas'. A

presenca de aminas biogénicas é uma condicdo inerente ao processamento tecnoldgico de
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varios alimentos que contenham proteinas ou aminoacidos livres e que estejam sujeitos a
condices que permitam a atividade microbiana e/ou bioquimica®.

As aminas podem ser classificadas de acordo com o nimero de grupos aminicos em:
monoaminas, diaminas e poliaminas. Quanto a estrutura quimica, sdo classificadas em
aromaticas (histamina, tiramina, feniletilamina, triptamina, serotonina, dopamina e
octopamina); diaminas alifaticas (putrescina e cadaverina); poliaminas alifaticas (agmatina,
espermina e espermidina) e heterociclicas (histamina, triptamina, serotonina)®.

O estudo de aminas biogénicas em alimentos, apresenta correlacdo direta com a
qualidade da matriz alimentar e a saude do consumidor. Questdes relacionadas a saude
envolvem, em particular, a intoxicacdo histaminica, com sintomatologia variada de acordo
com a quantidade ingerida e a sensibilidade do individuo. Os principais sintomas s&o:
nauseas, vomitos, diarréia, dor abdominal, edema cuténeo, urticaria, hipotensdo, cefaléia,
vertigens, rubor e ardéncia na boca®. Em casos graves, em curto espaco de tempo, podem
ocorrer dores toraxicas e distrbios respiratérios®. Na presenca de nitritos as aminas podem
formar N-nitrosaminas, as quais tém ac&o carcinogénica, mutagénica e teratogénica®.

Entre as aminas biogénicas, a acdo da tiramina é particularmente importante, uma vez
que a intoxicacdo por essa amina desencadeia crises hipertensivas e enxaquecoides, nauseas,
vomito, angUstia respiratria e palpitacdo’. Os riscos da ingestdo de alimentos com aminas
biogénicas podem ser maiores se 0s sistemas enzimaticos estiverem bloqueados por inibidores
da mono ou diamino oxidase ou, se o individuo for portador de doengas gastrointestinais,
deficiéncias genéticas, ou fatores de potencializacéo, como o consumo de &lcool®.

No Brasil, o setor de laticinios tem grande importancia socioecondmica, em especial
na fabricacdo de queijos. Este mercado ocupa atualmente o sexto lugar na produgdo mundial®,

oferecendo ainda uma infinidade de produtos lacteos atendendo aos interesses especificos de
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certos grupos de consumidores que buscam produtos saudaveis e que ndo causem risco a
satide dos mesmos °,

O processo de maturagdo decorrente do processamento tecnolégico, produz alteracfes
de textura e sabor, associadas principalmente a protedlise da caseina, resultando em um
aumento no teor de aminoacidos livres'!, que por acdo de descarboxilases bacterianas
produzem aminas biogénicas'**. Microrganismos com atividade descarboxilase podem estar
relacionados a utilizagdo de culturas “starter”* ou, microrganismos contaminantes
provenientes do leite ou do processo de obtencdo tecnoldgica do queijo™. E possivel também
utilizar a determinacdo de aminas biogénicas como um parametro de qualidade no processo de
fabricacdo™ ou como, indicador do grau de protedlise, caracteristico de alguns tipos de
queijos especiais’’.

Vérias técnicas analiticas como eletroforese capilar (EC), cromatografia em camada
delgada (CCD)™, cromatografia gasosa (CG)®, cromatografia de troca ionica®® e
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE)® tém sido propostas para a determinagdo de
aminas biogénicas em matrizes alimentares. Dentre as técnicas citadas, a cromatografia
liquida de alta eficiéncia em fase reversa é considerada a mais adequada?'.

Este trabalho justifica-se devido a importancia da determinacdo e quantificacdo das
aminas biogénicas em queijos para satde publica e pela caréncia de literatura abordando esse
tema no Brasil. Com isso, os resultados obtidos neste estudo irdo fornecer & comunidade
técnico-cientifica informacdes sobre qual dos queijos estudados possui maior risco ao
consumidor, assim como, qual das aminas biogénicas esta presente em maior quantidade em
cada tipo de queijo estudado. O presente estudo teve como objetivo detectar e quantificar as
aminas biogénicas (cadaverina, espermidina, histamina, putrescina e tiramina) em quatro

diferentes tipos de queijos encontrados, utilizando a técnica de cromatografia liquida de alta
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eficiéncia (CLAE), além de verificar se 0 método utilizado é eficaz para a deteccdo e

quantificacdo das aminas biogénicas nos queijos analisados.

MATERIAL E METODOS
Padrdes e Reagentes

Os padrdes utilizados de cadaverina, putrescina, tiramina, espermidina e histamina
foram obtidos do Sigma Aldrich; acetonitrila, acido perclérico, hidroxido de sddio, éter
dietilico da Tedia; e agua ultrapura obtida pelo Sistema Simplicity UV Milli-Q (Millipore).
Equipamentos

Utilizou-se um cromatégrafo liquido Shimadzu® modelo LC/10 AS acoplado ao
detector UV SPD/10 AV, com integrador C-R6A Chromatopack. Empregou-se uma coluna
Teknokroma, TR-016057 N26243 Tracer Extrasil ODS2 (15 x 0,46 c¢m, id. 5um) e pré-coluna
Supelco, Ascentis C18 (2 x 0,40 cm, id. 5um). Homogenizador Certomat® MV, B. Braun
Biotech International, centrifuga Hermle Z 360 K, banho ultrasdnico Cleaner USC 2800 A,
filtro Whatman N°1 de 150 mm, potencidmetro digital de bancada marca Digimed® modelo
DM 22 e seringa Hamilton microliter, modelo TM 705 de 50 pl.
Condigdes cromatogréficas

Foi utilizado um fluxo de 1 mL min™, com fase mével isocratica de acetonitrila:dgua
42:58 (v:v). O volume de injecéo foi de 20 pL. O detector UV foi programado a 198 nm. O
tempo de corrida para cada amostra foi de 15 minutos.
Validacdo do método

O limite de deteccdo (LOD), limite de quantificacdo (LOQ) e a recuperagéo foram
realizados de acordo com as Orienta¢Ges sobre Validacdo de Métodos Analiticos do Instituto
Nacional de Metrologia, Normalizagdo e Qualidade Industrial®.

Obtencao das amostras
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Foram analisadas dez amostras de quatro diferentes tipos de queijo: gouda, minas
frescal, mussarela e prato, totalizando 40 amostras no periodo de janeiro a mar¢o de 2011, as
quais foram adquiridas no comércio varejista do municipio do Rio de Janeiro e transportadas
em caixa isotérmica com gelo até o laboratério onde permaneceram sob refrigeracdo até o
inicio das analises.

Extracéo e derivatizacdo das aminas biogénicas

Para o processo de extracdo das aminas, foram pesadas cinco gramas da amostra,
adicionadas de solucdo a 5% de HCIOy, 1:1 (v:p) e vigorosamente homogeneizadas por dois
minutos. A mistura foi mantida por uma hora sob refrigeracdo (4+2°C), com agitacao
periddica e, em seguida, centrifugada por 503g por dez minutos a 4+1°C. O sobrenadante foi
submetido a uma primeira filtragdo (Whatman n°.1) seguida da adicdo de hidroxido de sodio
2N até atingir pH>6. Logo apds, a mistura permaneceu em banho de gelo por 20 minutos e
realizou-se uma segunda filtragem em condicdes similares. As amostras foram adicionadas de
hidréxido de sodio 2N até pH>12 e, em seguida, realizou-se a derivatizacdo com adi¢do de
40uL de cloreto de benzoila. A mistura foi homogenizada por 15 segundos e mantida em
repouso por 20 minutos a temperatura ambiente. Adicionou-se 1 mL de éter dietilico, por duas
vezes consecutivas, aproveitando-se a fase etérea (sobrenadante). Evaporou-se o éter em
corrente de nitrogénio e ressuspendeu-se em 500uL da fase movel.

Quantificacdo das aminas biogénicas

Foi realizado o método de padréo externo, para o qual as solugdes estoque dos padrdes
de cada amina biogénica (cadaverina, espermidina, histamina, putrescina e tiramina) foram
preparadas em HCI 0,1N e em seguida realizou-se a derivatizacdo e analise dos padrbes
conforme realizado com as amostras.

Analise estatistica
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Os resultados obtidos foram tratados por analise de variancia (ANOVA) e posterior

diferenca de média pelo teste de Tukey utilizando o programa GraphPad Prism 5.

RESULTADOS E DISCUSSAO

No método utilizado foram obtidos os seguintes tempos de retencdo em minutos para
cada amina: tiramina (3,3); putrescina (4,3); cadaverina (5,3); espermidina (6,5); e histamina
(11,4). O LOD e 0 LOQ para as aminas estudadas variaram de 0,03 a 1,30 mg L™ e de 0,20 a
5,00 mg L™, respectivamente. A recuperago para estas aminas variou de 91 a 107%.

A Tabela 1 apresenta a média e as porcentagens das aminas biogénicas dos queijos
gouda, mussarela, prato e minas frescal. O queijo minas frescal apresentou baixos teores de
aminas. Esta ocorréncia parece estar relacionada principalmente com o fato de ndo ser um
produto maturado, fator esse, que ndo favorece a formacdo de aminas sendo a producéo
limitada as etapas de transporte e estocagem?*.

Na Figura 1 pode ser visualizado o teor médio de aminas por tipo de queijo em mg Kg
! Comparando-se a concentracdo das aminas em cada tipo de queijo analisado, observou-se
que a concentracdo de putrescina do queijo gouda foi estatisticamente (P<0,01) superior ao
queijo minas, mussarela e prato. Outro resultado expressivo foi observado na concentracéo de
tiramina (361,99 mg Kg™) e histamina (79,13 mg Kg™) no queijo gouda. A tiramina presente
neste queijo foi estatisticamente (P<0,01) superior, tanto com relacdo a concentracdo das
demais aminas presentes (73,84%), como em relacdo a concentracdo de tiramina dos queijos
minas frescal e mussarela. Importante salientar que as aminas biogénicas em concentracfes de
100-1000 mg Kg™ ou superiores podem ter consequéncias para a satide dos consumidores,
principalmente em pacientes submetidos a tratamento com medicamentos inibidores da mono
ou diamino oxidase®®. Outros autores encontraram resultados semelhantes de histamina

analisando queijo gouda (76,5 mg Kg™), no entanto encontraram resultados inferiores de
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tiramina (95,5 mg Kg™) analisando o mesmo tipo de queijo®. Esta diferenca pode ser
explicada primeiramente pelas condi¢cdes higiénicas desse leite, uma vez que estes
microrganismos, com atividade descarboxilase, podem contaminar o leite na sua obtencéo
assim como no processamento tecnolégico do queijo®®, outra possivel causa seria a utilizagéo
de culturas “starter” diferentes**. Outra justificativa para os diferentes resultados seria a
variacdo da composicao proteica do leite que pode ocorrer devido a estacdo do ano, nutri¢éo,
sanidade animal e estagio de lactagdo >%.
INSERIR TABELA 1

Assim como outros queijos maturados, o queijo gouda contém altos niveis de aminas
biogénicas e esta entre os queijos mais frequentemente envolvidos em episodios de
intoxicacdo histaminica. Queijos contendo 10mg de histamina em 100 g de amostra pode
causar intoxicacdo por histamina, 10-80 mg de tiramina pode causar "a reacdo do queijo” (6
mg se o paciente estiver sendo tratado com inibidores da MAO)'?%. A “reagdo do queijo”
pode ser definida como uma crise hipertensiva, acompanhada de severa dor de cabega,
observada apés a ingestdo de alimentos ricos em tiramina®.
INSERIR FIGURA 1

A Figura 2 apresenta a porcentagem de aminas biogénicas (tiramina, putrescina,
cadaverina, espermidina, espermina e histamina) por queijo estudado. No queijo mussarela,
entre as aminas determinadas, 56,70% foi tiramina (96,28 mg Kg™) e 42,23% de histamina
(71,70 mg Kg™). No queijo prato, foi observado 81,62% de tiramina (152,91 mg Kg™). Estes
resultados permitem estabelecer uma correlagcdo com dados da literatura referentes a surtos de
intoxicacdo por histamina relatados apés o consumo de queijo e peixe’. A histamina é
considerada a amina mais toxica detectada nos alimentos?®. Essa amina exerce seu efeito
toxico, ao interagir com dois tipos de receptores (H e Hz) nas membranas celulares dos seres

humanos e outras espécies. A histamina causa dilatacdo dos vasos sanguineos periféricos,



34

vasos capilares e artérias, resultando em hipotensdo, rubor e cefaléia®®. Essa amina induz a
contracdo da musculatura lisa intestinal mediada por receptores H, responsaveis por célicas
abdominais, diarréia e vomito®!. Os efeitos toxicolégicos dependem da concentracdo de
histamina ingerida, da presenca de outras aminas, da atividade amino-oxidase e da fisiologia
intestinal do individuo®.

INSERIR FIGURA 2

Outro achado importante foi a alta concentracdo de tiramina encontrada nos queijos de
maior maturacdo como gouda, prato e mussarela (361,19 mg Kg*, 152,91 mg Kg™ e 96,28
mg Kg™, respectivamente). A tiramina do ponto de vista toxicolégico é uma importante amina
biogénica, formada pela a¢do da tirosina descarboxilase, produzida por bactérias presentes em
alimentos. Contudo, 0os mecanismos de desintoxicacdo no homem podem ser insuficientes nos
casos de alta ingestdo, por pessoas alérgicas, pacientes que fazem uso de drogas como, 0s
medicamentos anti-parkinsonianos e antidepressivos®.

Quando estudado os totais de aminas biogénicas presentes nos queijos analisados,
observou-se diferenca estatistica (P < 0,05) entre os mesmos. Conforme pode ser verificada
na Tabela 1, o queijo gouda apresenta maiores quantidades de aminas (P < 0,05) quando
comparado aos outros queijos estudados. Essa diferenca pode ser explicada porque este € o
queijo que possui maior tempo de maturacdo entre 0s queijos analisados (minimo de 60 dias
de maturagd0)®. Os queijos minas e mussarela, assim como, 0s queijos mussarela e prato, n&o
apresentaram diferenca significativa. Contudo quando comparados 0s queijos minas e prato,
estes apresentaram quantidades totais de aminas diferentes (P < 0,05). Este fato pode também
ser explicado devido a diferenca do processamento tecnologico destes queijos. O queijo minas
é um produto frescal e ndo sofre maturacdo®®, j4 o queijo mussarela tem um periodo de
maturacdo minimo de 24 horas®. Por outro lado, o queijo prato apresenta tempo de maturagdo

minimo de 25 dias™.
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A tiramina esta incluida no grupo das aminas vasoativas, atuando indiretamente na
liberacdo de noradrenalina do sistema nervoso simpatico, provocando um aumento da pressdo
arterial periférica, vasoconstricido e aumento do débito cardiaco'’. Esta amina também
provoca dilatacdo das pupilas, do tecido palpebral, lacrimejamento, salivacdo, aumento da
respiracdo e dos niveis de glicose sanguinea. A enzima monoamino oxidase desempenha um
papel importante na degradacio das aminas biogénicas>®. No homem, o uso de medicamentos
para 0 tratamento de transtornos mentais e depressdao eliminam esse processo de
desintoxicacdo. Assim, altas concentracbes de aminas como a tiramina proveniente de
alimentos e acumuladas no sangue podem levar a uma crise hipertensiva desses pacientes *'.

A espermidina foi encontrada em baixas concentracfes em todos 0s queijos e ndo
houve diferenca estatistica entre 0s mesmos. As poliaminas como putrescina, espermidina,
espermina e cadaverina sdo componentes indispensaveis as células vivas, importantes na
regulacdo da funcdo dos acidos nucléicos, na sintese de proteinas e na estabilizacdo de
membranas*?. Poliaminas, como a putrescina, espermidina e cadaverina, ndo sd0 comumente
relacionadas com efeitos adversos sobre a saide. No entanto, estas aminas podem reagir com
nitrito dando origem a nitrosaminas (substancias com atividade carcinogénica) e estdo
relacionadas com a perda de qualidade pela degradacdo dos aminoacidos precursores, sendo
indicadores de deterioracdo ou maturacdo®. Estas aminas também favorecem a absorcdo

intestinal e diminuem o catabolismo da histamina, potencializando sua toxicidade®.

CONCLUSAO

O método utilizado mostrou-se eficaz para a deteccdo e quantificacdo das aminas
biogénicas nos queijos analisados, podendo ser usado no controle de qualidade e/ou
fiscalizacdo, para que sejam produzidos e comercializados alimentos dentro dos limites

Seguros.
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Dentre os queijos estudados, o gouda parece ser 0 que requer maiores cuidados com
relacdo a monitorizacdo da presenca de aminas biogénicas, sendo a tiramina a amina que
apresentou 0s maiores teores neste tipo de queijo. Além disso, este estudo demonstrou que a
tiramina também apresentou elevadas concentracdes quando comparadas as outras aminas
biogénicas nos outros queijos analisados.

A identificacdo e quantificacdo de aminas biogénicas em queijos sdo de fundamental
importancia, para se evitar possiveis casos de intoxicacdo de individuos que venham a
consumir estes produtos. Aliado a isso, é necessario a divulgacdo das consequéncias da
ingestdo de queijos contendo aminas biogénicas para prevenir doencas crdnicas como o
cancer ou, agudas como crises enxaquecoides, principalmente em individuos mais sensiveis,
alérgicos ou, que estejam fazendo uso de medicamantos inibidores da MAO.
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4 CONSIDERACOES FINAIS

* Aminas biogénicas apresentou potencial de ser utilizada como parametro de

qualidade dos queijos e dos filés de tilapia

* A técnica utilizada mostrou-se eficaz para aplicacdo no estudo de aminas nas

matrizes avaliadas
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