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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-se 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, mozarela e prato — no mercado varejista do Rio de Janeiro. As 40 amostras passaram pelas
etapas de extragdo e derivatizagdo das aminas biogénicas, as quais foram detectadas e quantificadas por
CLAE-UV. Para avaliar as diferencas entre os queijos, foram aplicados a andlise de varidncia Anova e o
teste de Tukey. Dentre os queijos estudados, o minas frescal apresentou os 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¢des mais elevadas (623,60
mg.kg'), e a espermidina, as menores concentragdes (0,80 mg.kg'). Considerando-se os quatro tipos de
queijos estudados, o gouda parece ser o que requer maiores cuidados com rela¢do a0 monitoramento da
presenca de aminas biogénicas. A metodologia mostrou-se eficaz para efetuar a detecgdo e a quantificagdo
das aminas biogénicas nos queijos estudados.

Palavras-chave. queijos, aminas biogénicas, CLAE.

ABSTRACT

This study aimed at detecting and quantifying biogenic amines (cadaverine, spermidine, histamine,
putrescine and tyramine) in four different types of cheese using high-performance liquid chromatography
(HPLC). For this study, ten samples of gouda, minas, mozzarella and prato, four types of cheese,
were purchased in retail markets of Rio de Janeiro. Biogenic amines were previously extracted and
derivatizated; then, these amines were detected and quantified by HPLC-UV. For assessing differences
among the analyzed cheeses, data were submitted to Anova and Tukey’s test. Minas cheese showed the
lowest amount of amine (24.26 mg.kg"), and the highest contents (489.15 mg.kg") were found in gouda.
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 all four types of cheese. This study
indicates that gouda seems to demand a much more careful monitoring of biogenic amines in the analyzed
cheese samples. Also, the methodology was effective for detecting and quantifying biogenic amines in all
studied cheese samples.
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INTRODUCAO

Aminas biogénicas sdo bases organicas de
baixo peso molecular, de importancia biologica em
vegetais, animais e células microbianas, formadas
principalmente por descarboxilagio microbiana de
aminodcidos e transaminacdo de aldeidos e cetonas'. A
presenca de aminas biogénicas ¢ uma condigdo inerente
ao processamento tecnoldgico de varios alimentos
que contenham proteinas ou aminodcidos livres e que
estejam sujeitos a condigdes que permitam a atividade
microbiana e/ou bioquimica®.

As aminas podem ser classificadas de acordo
com o numero 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 alifiticas (putrescina e
cadaverina), poliaminas alifaticas (agmatina, espermina
e espermidina) e heterociclicas (histamina, triptamina,
serotonina)’.

O estudo de aminas biogénicas em alimentos
apresenta correlagdo direta com a qualidade da matriz
alimentar ea saide do consumidor. Questdes relacionadas
a saide envolvem, em particular, a intoxicagdo
histaminica, com sintomatologia variada de acordo com
a quantidade ingerida e a sensibilidade do individuo.
Os principais sintomas sdo nduseas, vomitos, diarreia,
dor abdominal, edema cuténeo, urticaria, hipotensio,
cefaleia, vertigens, rubor e ardéncia na boca’. Em casos
graves, em curto espago de tempo, podem ocorrer dores
toracicas e distarbios respiratorios’. Na presenca de
nitritos, as aminas podem formar N-nitrosaminas, as
quais tém agdo carcinogénica, mutagénica e teratogénica®.

Entre as aminas biogénicas, a acao da tiramina é
particularmente importante, uma vez que a intoxicagdo
por ela desencadeia crises hipertensivas e enxaquecoides,
nauseas, vomito, angustia respiratéria e palpitagdo’. Os
riscos da ingestdo de alimentos com aminas biogénicas
podem ser maiores se os sistemas enzimaticos estiverem
bloqueados por inibidores da mono ou diamino
oxidase, ou se o individuo for portador de doengas
gastrointestinais, deficiéncias genéticas, ou houver
fatores de potencializagdo, como o consumo de alcool®.

No Brasil, o setor de laticinios tem grande
importancia socioecondmica, em especial na fabricagdo
de queijos. Este mercado ocupa atualmente o sexto lugar
na produ¢ao mundial’, oferecendo ainda uma infinidade
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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'’.

O processo de maturagio decorrente do
processamento tecnologico produz alteragdes de textura
e sabor, associadas principalmente a protedlise da
caseina, resultando em aumento no teor de aminodcidos
livres", que, por agdo de descarboxilases bacterianas,
produzem aminas biogénicas'>". Micro-organismos
com atividade descarboxilase podem estar relacionados
a utilizagdo de culturas “starter”"*, ou micro-organismos
contaminantes provenientes do leite ou do processo de
obtengdo tecnoldgica do queijo'®. E possivel também
utilizar a determinagdo de aminas biogénicas como
parametro de qualidade no processo de fabrica¢ao's, ou
como indicador do grau de proteolise, 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 CLAE em fase reversa é considerada a
mais adequada?.

Este trabalho justifica-se devido a importancia da
determinagao e da quantificagao das aminas biogénicas
em queijos para a saude publica e pela caréncia de
literatura abordando esse tema no Brasil. Com isso,
os resultados obtidos neste estudo irdo fornecer a
comunidade técnico-cientifica informagdes 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, utilizando a técnica de
CLAE, além de verificar se o método utilizado é eficaz
para a detecgao e a quantificagdo das aminas biogénicas
nos queijos analisados.

MATERIAL E METODOS

Padrdes e Reagentes

Os padroes utilizados de cadaverina, putrescina,
tiramina, espermidina e histamina foram obtidos do
Sigma Aldrich; acetonitrila, acido percldrico, hidroxido
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de sddio, éter dietilico da Tedia e dgua ultrapura, 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 cm, id. 5 pum) e pré-coluna
Supelco, Ascentis C18 (2 x 0,40 cm, id. 5 um). Foram
usados ainda homogenizador Certomat® MV, B. Braun
Biotech International, centrifuga Hermle Z 360 K, banho
ultrassonico 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.

Condigoes cromatograficas

Foi utilizado um fluxo de 1 mL.min"!, com
fase movel isocratica de acetonitrila:agua 42:58 (v:v).
O volume de injegdo foi de 20 pL. O detector UV foi
programado a 198 nm. O tempo de corrida para cada
amostra foi de 15 minutos.

Validagao do método

O limite de deteccdo (LOD), o limite de
quantificagdo (LOQ) e a recuperagdo foram realizados
de acordo com as Orientagdes sobre Validacdo de
Métodos Analiticos, do Instituto Nacional de Metrologia,
Qualidade e Tecnologia®.

Obtengdo das amostras

Foram analisadas dez amostras de quatro
diferentes tipos de queijo — gouda, minas frescal, mozarela
e prato -, totalizando 40 amostras, no periodo de janeiro
a marco de 2011, as quais foram adquiridas no comércio
varejista do municipio do Rio de Janeiro e transportadas
em caixa isotérmica com gelo até o laboratdrio, onde
permaneceram sob refrigeragdo até o inicio das analises.

Extragao e derivatizacao das aminas biogénicas

Para o processo de extragao das aminas, foram
pesados 5 gramas da amostra, adicionados de solugéo a
5% de HCIO » 1:1(v:p), e vigorosamente homogeneizados
por 2 minutos. A mistura foi mantida por 1 hora sob
refrigeracdo (4 + 2 °C), com agitagdo periddica e, em
seguida, centrifugada por 503 g por dez minutos a 4
+ 1 °C. O sobrenadante foi submetido a uma primeira

filtragao (Whatman n° 1), seguida da adigao de hidréxido
de sédio 2 N até atingir pH > 6. Logo apds, a mistura
permaneceu em banho de gelo por 20 minutos e realizou-
se uma segunda filtragem em condigoes similares. As
amostras foram adicionadas de hidréxido de sédio 2 N
até pH > 12, e, em seguida, realizou-se a derivatizagao
com adi¢ao de 40 pL de cloreto de benzoila. A mistura foi
homogeneizada 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 0 éter em corrente de nitrogénio e ressuspendeu-se em
500 uL da fase movel.

Quantificagao das aminas biogénicas

Foi realizado o método de padrio externo,
para o qual as solucdes-estoque dos padroes de cada
amina biogénica (cadaverina, espermidina, histamina,
putrescina e tiramina) foram preparadas em HCI 0,1 N, e
em seguida realizaram-se a derivatiza¢ao e a analise dos
padroes conforme se fez com as amostras.

Andlise estatistica

Os resultados obtidos foram tratados por analise
de varidncia (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 retengdo em minutos para cada amina:
tiramina (3,3), putrescina (4,3), cadaverina (5,3),
espermidina (6,5) e histamina (11,4). O LOD e o LOQ
para as aminas estudadas variaram de 0,03 a 1,30 mg.L"
e de 0,20 a 5,00 mg.L’l, respectivamente. A recuperagao
para estas aminas variou de 91% a 107%.

A Figura 1 apresenta teor médio de aminas
biogénicas (putrescina, cadaverina, tiramina, histamina
e espermidina em mg.kg-') em queijos gouda, mozarela,
prato e minas. 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 que nao favorece a formagdo de aminas, sendo a
produgdo limitada as etapas de transporte e estocagem™.

Comparando-se a concentragdo das aminas
em cada tipo de queijo analisado, observou-se que a
concentragdo de putrescina no gouda foi estatisticamente
(p < 0,01) superior a dos queijos minas, mozarela e
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prato. Outro resultado expressivo foi observado na
concentragdo de tiramina (361,99 mg.kg") e histamina
(79,13 mgkg') no gouda. A tiramina presente neste
queijo foi estatisticamente (p < 0,01) superior, com
relagao tanto a concentra¢ao das demais aminas presentes
(73,84%) como a concentragdo de tiramina dos queijos
minas frescal e mozarela. E importante salientar que
concentragdes de aminas biogénicas de 100-1.000 mg.kg™
ou superiores podem ter consequéncias para a satde 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 tiramina (95,5 mgkg’)
analisando o mesmo tipo de queijo*. Essa diferenca pode
ser explicada primeiramente pelas condigdes higiénicas
do leite, uma vez que estes micro-organismos, com
atividade descarboxilase, podem contaminar o leite em
sua obten¢ao assim como no processamento tecnologico
do queijo™. Outra possivel causa seria a utilizagdo de
culturas “starter” diferentes'. Outra justificativa para
os diferentes resultados seria a variagdo da composi¢do
proteica do leite, que pode ocorrer devido a estagao do
ano, nutri¢ao, sanidade animal e estagio de lactagao®*.

Assim como outros queijos maturados, o gouda
contém altos niveis de aminas biogénicas e esta entre os
queijos mais frequentemente envolvidos em episodios
de intoxicagdo histaminica. Queijos contendo 10 mg
de histamina em 100 g de amostra podem causar
intoxicagdo por histamina; 10-80 mg de tiramina podem
causar “a reagao do queijo” (6 mg, se o paciente estiver
sendo tratado com inibidores da MAO)'>¥”, que pode
ser definida como uma crise hipertensiva, acompanhada
de severa dor de cabega, observada apds a ingestio de
alimentos ricos em tiramina*.

A Figura 2 apresenta a porcentagem de
aminas biogénicas (tiramina, putrescina, cadaverina,
espermidina, espermina e histamina) por queijo
estudado. No mozarela, entre as aminas determinadas,
56,70% foi tiramina (96,28 mgkg') e 42,23% foi
histamina (71,70 mg.kg"). No queijo prato, foi observado
81,62% de tiramina (152,91 mgkg'). Esses resultados
permitem estabelecer uma correlagio com dados da
literatura referentes a surtos de intoxicagao por histamina
relatados apds o consumo de queijo e peixe”. A histamina
¢ considerada a amina mais toxica detectada nos
alimentos®, exercendo esse efeito ao interagir com dois
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Figura 1. Representacdo grafica do teor médio de aminas biogénicas
(putrescina, cadaverina, tiramina, histamina e espermidina em
mg.kg') em queijos gouda, mozarela, prato e minas
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Figura 2. Representagdo grafica (%) de aminas biogénicas (tiramina,
putrescina, cadaverina, espermidina, espermina e histamina) por
queijo estudado

tipos de receptores (H e Hz) nas membranas celulares
dos seres humanos e outras espécies. A histamina causa
dilatagdo dos vasos sanguineos periféricos, vasos capilares
e artérias, resultando em hipotensao, rubor e cefaleia®, e
induz a contracio da musculatura lisa intestinal mediada
por receptores H, responsaveis por célicas abdominais,
diarreia e vomito®. Os efeitos toxicolégicos dependem
da concentragao de histamina ingerida, da presenga de
outras aminas, da atividade amino-oxidase e da fisiologia
intestinal do individuo®~.

Outro achado importante foi a alta concentragao
de tiramina encontrada nos queijos de maior maturagao,
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Tabela 1. Teor médio e porcentagem aproximada de aminas biogénicas (putrescina, cadaverina, tiramina, histamina e espermidina) em amostras

de queijos Gouda, Mussarela, Prato e Minas

Gouda Mussarela

Prato Minas

. . .. Total (mg.kg™)
Aminas biogénicas Média Média % Média Média % ad
0 (]
(mg. kg!) (mg. kg!) (mg. kg?) (mg. kg!)
Putrescina 44,10* 9,02 1,34° 0,79 3,29° 1,76 2,60° 10,74 51,34
Cadaverina 4,48° 0,92 0,30° 0,18 16,18 8,64 1,30° 5,35 22,26
Tiramina 361,19* 73,84 96,28 56,70 152,91° 81,62 13,21¢ 54,44 623,60
Histamina 79,13* 16,18 71,70* 42,23 14,82° 7,91 6,90° 28,42 172,55
Espermidina 0,242 0,05 0,18 0,11 0,132 0,07 0,25* 1,05 0,80
Total 489,15* 100 169,80 100 187,35 100 24,26°¢ 100

Valores médios de dez determinagdes amostrais de cada tipo de queijo estudado. Valores na mesma linha com diferentes letras minusculas sao

significativamente diferentes (p < 0,05)

como gouda, prato e mozarela (361,19 mgkg™”, 152,91
mg.kg! e 96,28 mg.kg', respectivamente). A tiramina,
do ponto de vista toxicologico, é uma importante amina
biogénica, formada pela a¢do da tirosina descarboxilase,
produzida por bactérias presentes em alimentos.
Contudo, os mecanismos de desintoxicacdo no homem
podem ser insuficientes nos casos de alta ingestao, por
pessoas alérgicas e por pacientes que fazem uso de
drogas como os medicamentos anti-parkinsonianos e
antidepressivos®.

Quando estudados os totais de aminas biogénicas
presentes nos queijos analisados, observou-se diferenca
estatistica (p < 0,05). O gouda apresenta maiores
quantidades de aminas (p < 0,05) do que os outros
queijos estudados. Essa diferenca pode ser explicada
porque é o queijo que possui maior tempo de maturagio
entre os analisados (minimo de 60 dias de maturagéo)™®.
Nao se verificou diferenca significativa entre os queijos
minas e mozarela, assim como entre mozarela e prato.
Contudo, quando comparados os queijos minas e prato,
encontraram-se quantidades totais de aminas diferentes
(p < 0,05). Este fato pode também ser explicado devido
a diferenga do processamento tecnologico dos queijos. O
queijo minas é um produto frescal e ndo sofre maturagao®,
ja 0o mozarela tem periodo de maturagdo minimo de 24
horas*. Por outro lado, o queijo prato apresenta tempo
de maturacdo minimo de 25 dias®.

A tiramina esta incluida no grupo das aminas
vasoativas, atuando indiretamente na liberacio de
noradrenalina do sistema nervoso simpatico, provocando
aumento da pressdo arterial periférica, vasoconstri¢do
e aumento do débito cardiaco'. Esta amina também

provoca dilatagdo das pupilas, do tecido palpebral,
lacrimejamento, salivagdo, aumento da respira¢ao e
dos niveis de glicose sanguinea. A enzima monoamino
oxidase desempenha papel importante na degradagédo das
aminas biogénicas®. No homem, o uso de medicamentos
para o tratamento de transtornos mentais e depressdo
elimina esse processo de desintoxicagdo. Assim, altas
concentra¢des de aminas, como a tiramina proveniente
de alimentos, acumuladas no sangue podem levar a uma
crise hipertensiva desses pacientes®.

A espermidina foi encontrada em baixas
concentra¢des em todos os queijos, e nao houve diferenca
estatistica entre os mesmos. As poliaminas, como
putrescina, espermidina, espermina e cadaverina, siao
componentes indispensaveis as células vivas, importantes
na regulacio da fun¢do dos dacidos nucleicos, na
sintese de proteinas e na estabilizacdo de membranas'.
Poliaminas, como a putrescina, a espermidina e a
cadaverina, ndo sio comumente relacionadas com efeitos
adversos sobre a saude. No entanto, podem reagir com
nitrito, dando origem a nitrosaminas (substancias com
atividade carcinogénica), e estao relacionadas com a
perda de qualidade, pela degrada¢ao dos aminoacidos
precursores, sendo indicadores de deterioragdo ou
matura¢do®®. Também favorecem a absor¢io intestinal e
diminuem o catabolismo da histamina, potencializando
sua toxicidade®.

CONCLUSAO

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

Dentre os queijos estudados, o gouda parece
ser o que requer maiores cuidados com relagao a
monitorizagao da presenga de aminas biogénicas, sendo a
tiramina a amina que apresentou os maiores teores neste
tipo de queijo. Além disso, este estudo demonstrou que
a tiramina também apresentou elevadas concentragoes
quando comparadas as outras aminas biogénicas nos
outros queijos analisados.

A identificagdo e a quantificagdo de aminas
biogénicas em queijos sao de fundamental importancia,
para se evitarem possiveis casos de intoxicagdo de
individuos que venham a consumir estes produtos.
Aliado aisso, é necessario a divulgacao das consequéncias
da ingestdo de queijos contendo aminas biogénicas
para prevenir doengas cronicas, como o céncer, ou
agudas, como crises enxaquecoides, principalmente
em individuos mais sensiveis, alérgicos ou que estejam
fazendo uso de medicamentos inibidores da MAO.
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